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INTRODUCTION 


Le nombre imposant du Iravaux publiés chaque année sur les cliromo- 
proteides porphyriniques (hémoglobines, cytochromes, peroxydascs, cala- 
lases, cruorines) témoigne de l’importance accordée par les biologistes cl 
les chimistes au rôle essentiel joué par ces pigments dans lus phénomènes 
vitaux. Les propriétés biologiques des chromoprotcides respiraloires sont 
dues à leurs groupements prosthétiques, constitués par une porphyrine 
liée à un atome de fer bivalent, taudis que leur spécificité est assurée par 
le substrat protéique. Le catabolisme de l'hémoglobine, en particulier le 
mécanisme biochimique de l'ouverture du cycle pirphyriniquc avec forma¬ 
tion de pigments biliaires, fait l'objet de nombreuses recherches, résumées 
dans l'exposé de Cl. LlEnircç (1). En 11110, l’emploi d’élémcnls marqués 
permel à K. Bloch, D. Shemin cl P. IÎittrnberc» 12, 3, 4) d’aborder avec 
succès l’étude de la formation in vivo de l’hémoglobine, et de montrer que 
la synthèse du noyau porphyriniqne s'effectue à partir de substances très 
simples telles que le glycocolle et l'aride acétique. Pendant longtemps on 
a pensé que les pigments hiliaircs provenaient fi peu près exclusivement 
de la dégradation de l'hémoglobine des érythrocytes niftrs. Or les recherches 
de .1. M. London, R. West, P. Simïmin cl P. Rittknbkrg 5. 6, 7) indiquent 
que chez l’homme normal a» moins 11 pour 100 de la sterrobiline, et dans 
les cas de porphyric congénital - au moins 31 pour KM), proviennent d’une 
source autre que celle de l’hémoglobine des érythrocytes. M. Guinstein 
et ses collaborateurs (8) pensent que la c.oproporphyrine I, l’uroporpliyrine I, 
la protoporphyrine IX de l’hémine ut lu stereobiline ont un précurseur 
pyrrolique commun ; en outre ils suggèrenL (9) que la coproporphyrine 11J 
pourrait être directement synthétisée par l’organisme et se trouver à l’ori¬ 
gine de la protoporphyrine IX. 

Cependant, malgré les apports nouveaux, le mécanisme de la biosynthèse 
du noyau pyrrolique, du cycle prophyriuiqne et des divers types de porphy- 
rines n’est pas encore élucidé -, il fait l’objet d’un grand nombre de théories 
qui se trouvent exposées dans l’étude critique de P. Maitland (10). La 
présence dans les urines de malades, atteints de porphyric aiguë, d'un dipyr- 
rybnéthane (porphobilinogène), pouvant, en milieu chlorhydrique, donner 
naissance à un pigmeut biliaire lélrapyrrolique (porphobiline) et h une 
porphyrine (uroporphyrine 111) (11), pourrait également servir à élucider 
le. mécanisme de l’accouplement des noyaux pyrroliquos. Les recherches 
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sur la biosynthèse de la prodigi naine (12) et sur les pigments pyrroliques des 
Légumineuses (13) sont également d’un grand intérêt, 

Bien que la majorité des publications concerne l’Homme et les Vertébrés 
supérieurs, nous pensons que des recherches effectuées sur les Invertébrés 
pourraient conduire à une connaissance plus approfondie de la biochimie 
des pigments pyrroliques et apporter des éléments nouveaux sur leur cata¬ 
bolisme ou leur biosyoLhèse. Alors que les diromoprotéides respiratoires 
(chlorocruorine», érythrocruorines, hémoglobines) des Invertébrés sont le 
sujet de travaux précis, l’étude des porphyrines et surLout celle des pigments 
biliaires sont, dans la plupart des cas, Lrès rudimentaires : il suffit, 
Par exemple, qu'un pigment vert donne la réaction de Gmelin pour qu’il 
soit assimilé à la bilivcrdinc. Nous avons eu l’occasion d’observer le pigment 
du Corail bleu {Ileliopora cærulea) ,-t d3 constater que ce biochrome, dont 
les propriétés étaient identiques à celles de la biliverdinc, en était cependant 
différent dans son comportement cliromatographiqiic sur alumine (14, 15), 
De même, ainsi que nous l’exposerons ultérieurement, le pigment bleu des 
coquilles de Turbo, bien qu’appartenant à la classe des verdines, possède 
une constitution chimique distincte de celle de la bilivcrdinc et de la copro- 
glaucobiline. Les pigments des coquilles d’Ilaliolis constituent également 
Une nouvelle classe de bilirubinoïdes à propriétés particulières. 

L’origine des pigments tétrapyrroliques des Invertébrés, dont le sang 
renferme de l’hémocyanine (chïomoprotéide cuivrique non porphyriitique), 
e »t toujours une énigme, Gh. Dhéhé et G» Baumbleb (16, 17) pensent que 
I e pigment rouge d ’lialiolit rufexcens provient soit de la chlorophylle alimen¬ 
taire, soiL du cytochrome (ou de tout autre corps à noyau porphyrinique). 
Lu aperçu sur la présence de composés fcrroporphyriniques et do déshy- 
drogénase succinique, chez les animaux marins à sang hémocyanique, est 
'tonné par E. G, Ball et B. Meyehhof (18). Nous nous demandons si l’ori- 
Sine des pigments des coquilles de Mollusques ne devrait pas être recherchée 
dans des phénomènes de biosynthèse soit totale, soit partielle à partir d’élé¬ 
ments pyrroliques simples, provenant de la dégradation des phycochroma 
protéides absorbés par ces Invertébrés, Peut-être sommes-nous en présence 
do» vestiges d’un système de biosynthèse actuellement rudimentaire et sans 
Utilité pour l’animal, 

PIGMENTS PYRROLIQUES DES INVERTÉBRÉS 

Les données sur la répartition, la constitution chimique et le rôle biologique 
des pigmenta pyrroliques d’invertébrés sont, non seulement fragmentaires, 
niai» souvent anciennes et imprécises. L’étude des chromoprotéides respi- 
r atoiros des Invertébrés sortant du cadre du présent travail, nous renverrons 
a l’ouvrage de R. Lemm;rg et J, VV. Legge (19) qui résume l’ensemble de 
n ° 8 connaissances sur les pigments pyrroliques. Signalons également les 
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exposés généraux de E. Ledkreh (20) sur les pigments d’invertébrés et 
de D. Fox (21) sur ceux des Coelentérés. 

La présence de pigments pyrroliqucs chez les Coelentérés est d'abord 
signalée par H. N. Moskley (1877), puis par C. A. Mac Munn (1885). fie 
dernier pense que le pigment (polyérythrino), trouvé par 11. N. Moskley (22) 
chez de nombreux Madrépores, chez diverses espèces d’Acliiiies et chez les 
Méduses Cassivpria et Ilhizoslomo, correspond à une hématoporphyrine. 
Il montre également l’existence de porphyrines ehez les Coraux Flabellum 
variabilis et Funrjia sijmmelriea (23) et d’une biliverdinc, localisée sous 
l‘ectoderme et à la base du pied, ehez Arfinia rqnina et Tealia felina (24). 
Le pigment rouge ou violet de l'Anémone de mer Calliaclis c florin (= Sagar- 
tia parasilica), étudié par C, A. Mac Munn, puis par M. Aeeloos et G. 
TEissiKn (2$), est obtenu & l'état cristallisé (calliactine) par E. Ledkrer, 
G. Teissier et G. IIutthhr (28). Sa formule élémentaire <! s iII m O s N 4 et 
diverses propriétés fout ]>enser h un pigment pyrrolique. II geinble que le 
pigment rouge de Cerianthus membrarmerus, étudié par G. Fr. Kruken- 
berg (27), soit voisin de la calliactine, malgré les différences spectroscopiques 
(G. A. Mac Munn). Le pigment du squelette calcaire d'flrliopora cærulea 
Pall. (Corail bleu) est un bilirubinoïde, dont les propriétés physico-chimiques 
sont, entièrement comparables à celles de la biliverdine (H. Tixier) (28), 
Ce pigment, que nous dénommons hélioporobiline, se distingue cependant 
de la biliverdinc par son comportement chromalographique. 

Aucun aperçu nouveau sur les pigments pyrroliqucs des Echinodermes 
ne précise le travail de G. A. Mac Munn sur les porphyrines des Étoiles de 
mer brunes. 

Avant d'aborder l'étude des pigments pyrroliqucs des Vers, rappelons 
que les chlorocruoriues ont. un groupement prosthétique, la spîrographis- 
héminc, qui renferme une porphyrine particulière, isolée par M. Fox (29), 
puis analysée (30) et synthétisée (31) par 11. Fischer cl scs collaborateurs. 
La constitution chimique de la spirographis-porphyrine ne diffère de celle 
de la proloporphyrine que par l’existence d'un groupement aldéhydique 
h la place d’un radical vinylique. Signalons également le travail Iiistochi- 
mique de Cl. Bloch-Raphael (32) sur la localisation, In lorinalion et la 
destruction de l'hémoglobine chez les Aunélidcfi polychètes. 

Les diverses recherches, effectuées sur la porphyrine d7sïsmi« jœlida 
par W. Hausmann (33) et H. Fischer (34), ne sont pas arrivées à une conclu¬ 
sion définitive. Par contre, la présence d'une proloporphyrine est mise en 
évidence dans les téguments de Lumbrictis lerreslris (35) et des cysticerques 
de Tænio solium (38). C. Spjess (37) signale l’existence de pigments biliaires 
ehez H ira do medicinalis et G. Georghiu (38) chez Prohdepsis lesselala. 
La pontobdelline, pigment légumentairc bleu-verdâtre d’une llirudinéc 
Ponlobdetta, présente, d’après M. Abeloos (39), les caractères d’une bili¬ 
verdinc. 

A eôté de ces divers produits du catabolisme de l’hémoglobine existent, 
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chez les Vers, d'autres pigments pyrroliqucs d’origine chlorophyllienne. 
Une vue d’ensemble sur res pigments accompagne l’exposé de Ch. DHÉnÈ 
et M. Fontaine (40) sur les propriétés chimiques et spectroscopiques de la 
boncllinc, pigment vert foncé de la femelle du Géphyrien Donellia viridis. 
Obtenue, à l’état pur par E. LifDKnKR (41), la bonellinc répond a la formule 
élémentaire C ai ll M 0 4 N 4 ; bien que ses spectres soient analogues à ceux 
d'une mésopyrrochlorine, elle se différencie de celte porphyrine par la pré¬ 
sence de deux oxygènes supplémentaires dans sa molécule. De même la 
chétoptérine, pigment vert fonce de l’épithélium intestinal du Chétoptèrc 
(Annélide polychéte tubicole) éludié par M. Romieu (42, 43), est un produit 
de dégradation des chlorophylles, probablement une phéophorbidc. Le 
pigment vert du tégument de Phyllodoce uiridis, dénommé phyllodocine 
par (;. M\c Munn (44), se comporte comme un indicateur de pH (25) ; 
celui d'Eululia viridis, que C. A. Mac Munn croit identique à la phyllo¬ 
docine, en esl, selon E. LEDiïnxn (20), distinct. Enfin, la thalasséminc, 
pigment vert pomme de Thfdnssema lankesleri, diffère de la bonellinc par 
8, ' s propriétés spectroscopiques (45). 

Chez les Crustacés la présence d'une bilivcnline cstsignalcc par 11. C. Bn.AD- 
tiiv (46) dans la glande digestive de. l'Écrcvisse américaine ( Cambams ) 
*'t par E. Lbiierer (20) dans les racines du parasite Pellogaslrr paguvi. 

Chez les Insectes, H. Fîsciiiîr el 11. Fink (47) trouvent de la protopor- 
phyrim? et. de la coproporphyrine dans les exorémants de. chenilles de miles. 
Les pigments biliaires, décelés chez les Lépidoptères et les Orthoptères, 
sont à l’état de chromoproléides. C'est ainsi que G. \‘on Linden (48) signale 
dans les ailes de Vanesses un chromoprotéidc rouge, dont le groupement 
prosthétique donne la réaction de Gmelin, tandis que 11. Wielano et A. 
Tartipr ( 49 ) isolent des ailes de plusieurs espèces de Papillons {Pleris bras- 
«ica?, P . rapw, P. vapi, Gonepierix rhamni, Calopsilia rnriuea et C. salira) 
11,1 chromoprotéidc bleu, soluble dans l’eau ; ce dernier donne par hydrolyse 
a *'idc un pigment biliaire : la ptérobiline, dont la formule élémentaire s’ac¬ 
corde avec celles d'une biliverdine ou d’une glaucobiline : il s’agit peut-être 
d’une biliverdine y. H. Junge (50) élmlic les chromoproléides (insecto- 
verdines) de l’épiderme de diverses espèces d’Orthoptêres et des chenilles 
de Sphinx liyuslri, ainsi que «vlui de l’hémolymphe de Dixippus morosus, 
La couleur verte est duc à la présence de deux chromoproléides, dont les 
groupements prosthétiques sont jaunes (caroténoïdes) et bleu (glaucobiline) ; 
celle glaucobiline est dilfércnte è la fois de la glaucobiline 1X«, de la bili- 
Vf, rdinc IXa et de la ptérobiline. Des chromoprotéidcs rouge et bleu, res¬ 
semblant aux phycoehromoprotéidcs, sont trouvés par S. Okay dans le 
tégument vert de Mnnlis (51). Chez les Coléoptères, A. Porta (52) signale 
l’excrétion d’un pigment voisin de l'urobiline par les Coccinelle*. Chez les 
Uiptèrcs, A. Comas (53) mentionne la présence de biliverdine dans les larves 
de Chironomus et chez les Hémiptères hématophages, en particulier chez 
Mi odnius, V. B. Wiggleswortii (54) éludie la transformation de l’hémo- 
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globine ingérée, dont une partie *e trouve excrétée à l’état de bdiv-'rdirie 
et d’urobiline. 

L’élude des porphyrines et dca pigments biliaires des coquilles de Mollus- 
quas faisant l’objet du présent travail, nous pensons préférable d’en donner 
ultérieurement un historique détaillé et de ne citer pour l'instant que les 
recherches effectuées sur les pigments pyrroliqueB des Limaces et des Aplysje.s, 
Ch. Duêbk et 0. Baumelk» (65) confirment la présence d’una porphyrjna 
dans le derme d’Arien empiricorum. Alors que L, Don (66) considère le 
pigment tégumentaire d’Arfo» rufits comme un carbonate d’urobiline, 
Ch. DiiûnÈ et C. Baumeler (67, 58] le comparent ù la bilirubine et le nom¬ 
ment rufino. Le pigment violet pourpre des sécrétions d’Aplysies et limaces 
de mer (Aplysia pundala, A. dépitons, A. fimacina) lait l’objet de nombreuses 
recherches exposées dans les travaux do M. Fontaine et A. Raffy (59) 
et de E. Lederer (60 . Ce dernier décèle la présence de deux chromopro- 
téides pouvant être séparés, soit par relargage, soit par chromatographie 
sur alumine. Los groupements prosthétiques de ces chromoproléides sont 
facilement dissociés du support protéique soit par l’alcool butylique, soit 
per acidification at Béparéa par chromatographie sur earbonata de calcium. 
E. LEDEREn conserve le nom d’aplysiovioline au pigment violet et nomme 
aplysjorhodine le pigment ronge. Ces deux pigments ont des propriétés 
voisines de celles de la mésobiliviolinc, de la pseudomésobilivioline et de 
la mésobilirhodine. Dans un travail préliminaire avec E. Lederer nous 
avons chromatographie sur alumine les estera méthyliquea des pigments 
d’Aplysies et séparé trois biliruhinoïdes : un violet (aplysiovioline), un rouge 
(aplysiorhodine) et un hrun analogue à una urobiline. 

Le seul travail concernant les Tunicier» est celui de D. A. Webb (61) 
sur les Ascidies, dont le « vanadium chromogène » est peut-être apparenté 
aux pigments biliaires. 

D'après cet exposé il apparaît, que si la plupart des porphyrines des Inver¬ 
tébrés sont, semble-t-il, identiques aux porphyrines îles Vertébrés, il n’en 
est pas de même pour les pigments biliaires, dont l'étude est quelque peu 
approfondie : par exemple, la plérobiline, l’hélinporohiline, la glaucobiline 
des chromoprotéides d'Orthoptères, les biliruhinoïdes de Mollusques... 
Nous sommes persuadés qu’iuie connaissance approfondie des pigments 
pyrroliques des Invertébré» doit apporter de nombreuses surprises sur la 
constitution chimique de cos bioc bromes et montrer l’existence d'isomères 
nouveaux. L’emploi d’éléinetils marqués pourrait dans bien dos cas permettra 
do déterminer l’origine, jusqu’ici obscure, de ces pigments. Malheureusement 
l’étude de cos derniers est presque toujours ingrate et décevante ; il est, en 
e.ffot, difficile de trouver le matériel désiré en quantité suffisante ; la teneur 
en pigmenta est souvent très faibic et leur purification rendue difficile par 
leur Instabilité, 
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Dopuja quelques années, les anciennes techniques do séparation des pig¬ 
ments pyrroliqncs, longues et imparfaites, font plaee h l’analyse chromatû- 
graphique, dont l'emploi non seulement rend plus aisé l'isolement rl la 
purification de ees biochromes, mais également apporte une plus grande 
précision dans leur élude. L’emploi de l’analyse ehromatographique permet 
° n ejïct de séparer des pigments isomères, d’isoler de nouveaux biochromes, 
d’élucider le mécanisme de réactions extrêmement complexes, comme par 
exemple celle de Ginclin pour les pigments biliaires. 

Dans le domaine des porphyrine*, les techniques d’adsorption sont uti¬ 
lisées soit pour concentrer ces pigments cL en effectuer une purification 
grossière, soit pour séparer leurs esters méthyliques cl les obtenir A l'éLat 
Pur. En 1936, J. Waldenstrôw (62) propose une technique de chromato¬ 
graphie sur alumine d’urines porphyriniqnes, afin d'en étudier l’uroporphy- 
rine e| les pigments ronges pathologique.*. La même année, H. J. Hoffmann 
>63), purifiant par adsorption sur talc l’ester niélhyliqnc d’une uropor- 
phyrine de point de fusion 286°, en isole une nroporphyrine I (PF. 302°) 
®t une nroporphyrine 111 (PF. 261*1), identique à celle de J. Waldknstrôm 
64, 65). II. Fischer et H. J. Hofmann (66) expliquent ainsi les points de 
fusion anormaux des diverses uroporphyrinos naturelles par la présence 
simultanée des isomères I et 111. Cos auteurs identifient également par celle 
niélhodo la conchoporphyrino avec l’uroporphyrin*’ I. 

C. Wàtson et ses collaborateurs mettent au point l’analysa chromai o- 
graphique des esters méthyliques de la protoporphyrine (67, 68, 69), des 
c oproporphyrines (70) et des uroporphyrinos (71, 72) eu employant comme 
ndsorbant soit le carbonate do calcium, soit l’alumine. Ces auteurs pensent 
( |ue l’uroporphyrine 111 de J. YValdenstrôm est encore un mélange d’uro- 
porphyrine I et d’uno porphyrine à sept groupements carhoxyles. O. Yulker 
(?3) utilise |a chromatographie sur alumine, dans son étude sur les porphy- 
riues des plumes des Oiseaux, pour séparer l’ester méthyljque de la copro- 
porphyrine 111, Personnellement nous employons la technique ehroma- 
*- f 'graphique pour purifier et identifier les porphyrincs des coquilles de 
Mollusques (74) ni les porphyrines de l’ambre gris (75). Signalons également 
l'emploi de la terre d’infusoires par \V. GnoncPASset A. Défalqué (76) et du 
Kiesclguhr par G. Riminoton (77). 

A ces diverses techniques d’adsorplion s’ajoule celle tic la chromatogra¬ 
phie de partage sur papier, adaptée h l’élude des porphyrines par R. E. 11. 
Nickolas et G. Riminoton i78. 79). Les meilleurs résultats sont obtenus 
en employant le système lutidine - eau en atmosphère ammoniacale. L’em- 
placemcnl des porphyrines sur la bande de papier dépend du nombre des 
Rroupes carboxyliques libres, le Rf diminuant quand le nombre des fonctions 
acides augmente. R. E. H. Nicholas et A. CoMFonr (80j viennent d’appli- 
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quer eette méthode ù l’éLude des porphyrines des coquilles de divers Mol¬ 
lusques et de montrer qu’une coproporphyrinc accompagne l’uroporphyrine 
dans certaines espèces de Pinclada ( Phria ). R. Mac Swiney, R. E. H. Ni- 
cholas et F. T. G. Pm nty (81) l’emploient également dans l’étude de cas 
de porphyrie aiguë et décèlent l’existence de porphyrines dont le nombre 
de groupements acides est différent de celui des porphyrines connues. 

Dans le domaine des pigments biliaires, l’analyse chromatographique 
permet b W. Siedel (82) de montrer que la mésobilivioline IX* était en 
réalité un mélange de deux pigments isomères : l’un pour lequel cet auteur 
conserve le terme de mésobilivioline, l’autre qu’il dénomme mésobilirho- 
dine. W. Siedel étudie egalement l’isomérisation progressive de la inéso- 
bilivioline XIII* en <p mésobilivioline XII1* (83), sépare les bilirubinoïdes 
correspondant aux diverses phase» de la réaction de Gmelin (mésobilipur- 
purincs cl mésocholétélinc) (84. 85) et purifie la mésobilifiiscine (86). De 
même H. Kiscuer (87) utilise l’adsorption chromatographique pour purifier 
les esters mélhyliquos des biliverdincs IX* et 111* lors de la synthèse de 
ces pigments. Au cours de recherches antérieures (88, 89, 28), nous indiquons 
une méthode de purification de la biliverdine IX* et de son isolement it 
partir des eoquilles d’oeufs d'Émeu. La possibilité d’une séparation de la 
bilirubine par chromatographie est étudiée par T. K. WtTH (90). E. Lkderer 
(60) utilise l’adsorption sur alumine, pour séparer les chromoprot.éides des 
sécrétions des Aplysics, et sur carbonate de calcium, pour isoler les groupe¬ 
ments prosthétiques de ces pigments (aplysiovioline cl oplysiorhodine). 
Signalons également le travail de E. Leoerer (41) sur le pigment vert 
de Bonellia viridi* et celui de H. Wielstakdt (91) sur les biochromes verts 
des arêtes de Belone belone (Orphie) et de Zoarces viviparus. 

Au cours du présent travail nous faisons constamment usage de l’analyse 
chromatographique, tant pour l'isolement des porphyrines que pour celui 
des pigments biliaires. 

Dans la première partie de cet exposé nous étudions les porphyrines des 
coquilles de Mollusques appartenant aux genres Pleria, Clanculus et Trochus, 
puis les pigments biliaires des tests de Turbo et d ’FIatiolis. 

Dans la deuxième partie nous exposons les recherches effectuées sur les 
porphyrines de l’ambre gris, concrétion intestinale du Cachalot (Physeler 
macrocephalus). 
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TECHNIQUES PERSONNELLES 


Les techniques utilisées au cours de ce travail pour l’extraction, la puri¬ 
fication et l’identification des pigments porphyriniques ou biliaires (soit 
à partir de l’ambre gris, soit à partir des coquilles de Mollusques) étant 
extrêmement voisines, il nous semble intéressant de les résumer en un cha¬ 
pitre commun. 


I. — EXTRACTION ET ESTÉRIFICATION DES PIGMENTS 

Les porphyrines et les pigments biliaires sont extraits par de l’alcool 
Wéthylique chlorhydrique à 10 ou 12 pour 100, préparé par passage de 
gaz chlorhydrique dans le méthanol. Il est ainsi possible de dissoudre les 
pigments, de les estérifier, puis de les faire passer dans un solvant organique 
tel que le chloroforme. Cette méthode rend possible l’isolement des bio- 
chromes qui, directement, ne peuvent être dissous dans les solvants orga¬ 
niques. 

C’est ainsi que les porphyrines de l’ambre gris ne peuvent être extraites 
e n totalité ni par les solutions alcalines ou acides, ni à l’aide des solvants 
organiques ; seul, l’usage de l’alcool méthylique chlorhydrique permet de 
dissoudre l’ensemble des porphyrines. Après distillation de la liqueur alcoo¬ 
lique sous vide, les pigments sont repris par le chloroforme. L’extraction 
directe des porphyrines de la solution alcoolique par le chloroforme donne 
°n effet naissance à des émulsions difficiles à détruire. 

De même, dans les recherches antérieures sur les pigments des coquilles 
•le Mollusques (Turbo, Trorhus, Haliolis), il avait été constaté que ces bio- 
Çhromes présentaient les réactions des bilirubinoïdcs, mais qu’ils étaient 
^solubles dans les solvants organiques. Les coquilles étaient attaquées 
par des solutions acides diluées et les pigments, dissous dans les liqueurs 
a cidcs, ne pouvaient être enlevés par les solvants habituels des bilirubi- 
Hoîdes. L’emploi de l’alcool méthylique chlorhydrique permet de détruire 
le substrat calcaire, de dissoudre les pigments, de les estérifier, puis de les 
extraire par le chloroforme. 

dette méthode semble assez générale, c’est ainsi que le pigment (hélio- 
P°robiline) du Gorail bleu (Jleliopora cærulea) (14, 15) ne peut être dissous 
Par un solvant organique qu’après traitement par l’alcool méthylique chlo- 
r hydrique. Dans les cas où les pigments sont insolubles dans l’eau acide 
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(biliverdine des coquilles d'oeufs d’Émeu (89), pigment bleu d’//r/topora), 
il est possible d’attaquer le substrat calcaire par de l'eau chlorhydrique, 
puis de reprendre le résidu par le mélhanol chlorhydrique. Ce procédé n’est 
cependant pas universel ; ainsi, la biliverdine des coquilles d’œufs d’Émeu 
existe sous deux formes : l'ppe fixée au calcaire, qui est dissoute par l'alcool 
inéthylique chlorhydrique, l’autre à l’état de chromoprotéldc, qui ne peut 
être séparée par ce moyen. 

Pour que l’estérification des porphyrines et des pigments biliaires par 
l’alcool mélhyliquc chlorhydrique soit complète, la solution nettement 
acide est laissée 24 heures à l’obscurité {en général après fi heures l’estéri¬ 
fication est terminée), La durée de l'estérification peut être abrégée en 
portant la solution b l’ébullition pendant 1/4 ou y 2 heure. 

Les porphyrines et les pigments biliaires sont en général extraits directe¬ 
ment. par le chloroforme ou l’éther à partir de la solution alcoolique diluée 
avec de l’eau distillée. Cependant dans certains cas les pigments ne peuvent 
être enlevés par le chloroforme qu’après neutralisation de la Jiqueur acide 
par du bicarbonate de sodium {pigments des coquilles de divers Turbo 
et à'ifaliolis çracheradii), ces pigments étant d’autapl plus solubles dans 
l’eau que la liqueur est plus acide. 

Les porphyrines et les pigments biliaires sont des éléments amphoteres, 
possédant dans leur molécule à la fois des fonctions acides et basiques. Par 
action de l’alcool méthylique chlorhydrique, les radicaux acides sont esté- 
rifîés et les fonctions basiques salifiées (chlorhydrates d’esters méthylique»). 
Les chlorhydrates sont décomposés par lavages des solutions chlorofor¬ 
miques b l’aide d’une solution de carbonate de sodium à 5 %. L’eau distillée, 
employée pour les lavages des solutions chloroformiques, doit être exempte 
de métaux lourds, et ep particulier de cuivre, qui provoqueraient la forma¬ 
tion de sels complexes difficiles à détruire. 


2. — PURIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE 

Dans les recherches exposées au cours de ce travail, l’alumine est le seul 
edsorbant utilisé au cours de» chromatographies. Il est nécessaire d’employer 
une alumine purifiée pour éviter la formation de sels complexes. Dans le 
cas des pigments biliaires du groupe de la biliverdine, la formation des sels 
complexes est immédiatement visible par virage au vert de la solution pig¬ 
mentée bjene. L’alumine commerciale utilisée est purifiée en employant 
(a technique préconisée par C, Sanniê (92). L’alumine est tamisée, puis 
mise à macérer pendant 21 ou 48 heures dans de l’pcide chlorhydrique 
concentré et chaud. Elle est ensuite lavée à grande eau jusqu’à disparjtjon 
de l’acidité, puis séchée, el enfin calcinée au four électrique 6 400° pendant 
2 heures %. L’alumine ainsi traitée étant très active, U est nécessaire dans 
certains cas de diminuer son pouvoir adsorbant par lavages à l’alcqol méthy- 
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lique {pigments dos coquilles de Turbo). Dans nos dernières recherches, 
nous avons utilisé des alumines purifiées plus ou moins désactivées, soit 
par incorporation d’eau à l’alumine selon le procédé de P. B. Muller (93, 
84), pojt par humidification de l’alumine et standardisation à l’aide de colo¬ 
rants azoïques selon les techniques préconisées par H. BnocKMANN (95). 

Les solvants employés pour la chromatographie sont, en général, purifiés, 
puis desséchés, Cependant, pour l’élution des pigments biliaires, le chloro¬ 
forme technique donne de meilleurs résultats que le choroforme purifié et 
desséché, ce dernier ne détermine la formation de zones colorées qu’après 
addition d’un peu d’alcool mélhyliquc. 

Pour fixer les pigments sur la colonne d’alumine, nous employons des 
mélanges de solvants ; le pigment est dissous dans un solvant approprié, 
puis la solution est additionnée d’un volume variable d'un autre solvant 
dans lequel le pigment est insoluble. Pour développer le chromaLogramine, 
nous diminuons la proportion du solvant dans lequel le pigment est insoluble. 
L’est ainsi que pour chromatographier les porphyrines des coquilles de Pleria 
nacroplrra, les pigments sont dissous dans du chloroforme, puis la solution 
est additionnée d’un égal volume d’éther dans lequel la porphyrine est 
insoluble. Dans ces conditions, les porphyrines se fixent en haut de la colonne 
d'alumine, tandis qu’un pigment jaune et des substances incolores s’éli¬ 
minent. Le chromatogramme est ensuite développé à l’aide d’un mélange 
de deux volumes de chloroforme pour un volume d’éther. 

Pour chromatographier les porphyrines de l’ambre gris, nous utilisons un 
mélange de chloroforme et d’éther de pélrole selon une technique comparable 
à celle indiquée par J. (1. Watson et ses collaborateurs (71, 72). Pour les 
P*gments biliaires, nous employons un mélange de chloroforme et d’éther 
Peur fixer les bilirubinoïdes, puiB nous développons le chromatogramme à 
l'aide de chloroforme. 

Lorsque les porphyrines sont en petites quantités et mélangées à d’autres 
Pigments brun rouge, jl est utile de suivre le développement du chrorpato- 
8 r ammc aux rayons nltra-violcts, afin de situer les zones porphyriniques. 
Les pigments possédant des radicaux non saturés sont plus fortement adsor- 
béa que ceux à structure fondamentale identique, mais à radicaux saturés. 
C'est ainsi que la protoporphyrinc, qui possède deux groupes vinyle à la 
place des radicaux éthyle de la mésoporphyrine, est plus fortement adsorbée 
fine cette dernière et peut ainsi en être séparée. 

Dans certains cas, nous sortons la colonne d'alumine du tube à ebroma- 
f°graphier lorsque les zones sont nettement détachées, puis nous séparons 
I e * zones pigmentées et nous éluons les pigments avec un solvant approprié, 
^pendant noua préférons en général employer la méthode du ehromalo- 
gramme liquide, c’est-à-dire recueillir séparément les liquides colorés, qui 
filtrent lorsque les zones correspondantes atteignent respectivement le bas 
fie la colonne d'alumine. 

Les pigments séparés par une première chromatographie sont purifié* 
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par une nouvelle chromatographie sur alumine, puis recristallisés. La cris¬ 
tallisation des pigments est effectuée dans des mélanges de solvants, le 
pigment est dissous dans un solvant approprié, puis la solution esl. additionnée 
d'un égal volume de solvant dans lequel le biorhroine est insoluble. C’est 
ainsi que l’ester méthylique de l’uroporphyrine I, isolé des coquilles de Pltria 
marroplera , est dissous dans du chloroforme, la solution chloroformique étant 
ensuite additionnée d’acétate d'éthyle; par évaporation spontanée, le pig¬ 
ment cristallise au sein du mélange en longues aiguilles rouges. Pour les 
porphyrines de l'ambre gris, les pigments sont dissous dans quelques ein* 
de chloroforme, puis la solution est additionnée d’un égal volume d'alcool 
méthylique è chaud ; par refroidissement les porphyrines cristallisent. Le 
pigment bleu des coquilles de Turbo cristallise au sein d’un mélange de chloro¬ 
forme et d’acétate d'éthyle. 

3. — CARACTÉHIS.VTION DES PIGMENTS 

L’étude des spectres d’absorption des porphyrines et des pigments biliaires, 
dans l’ullra-violet et dans le visible, est d'une grande utilité pour la carac¬ 
térisation de ces pigments; en effet, si une telle élude ne peut suffire à la 
détermination exacte du biochrome étudié, elle permet en général de le 
ranger dans un groupe de pigments connus et d’avoir une idée de la structure 
chimique fondamentale. C’est ainsi, par exemple, que tous les pigments 
biliaires ayant une structure bila-triéne possèdent des spectres d’absorption 
comparables duns l’ultra-violet et le visible ; seules les positions des inaxima 
des bandes d’absorption diffèrent d'un pigment h l’autre, suivant la nature 
des radicaux fixés Bur les noyaux pyrroliques. 

Au début de ce travail, l’étude des spectres d’absorption dans l’ultra¬ 
violet est réalisée à l'aide du grand spectrographe pour chimistes de Zciss 
à optique de quartz, avec un dispositif photométrique à secteur tournant. 
Les maxima des bandes d'absorption sont précisés à l'aide du microphoto¬ 
mètre de Sanniù (96). Les spectres dans le visible sont examinés avec le 
spectrophotomèlre d’Yvon et Johin. Dans les deux cas, les courbes d'absorp¬ 
tion sont établies en log. £. Au cours des dernières recherches, les spectres 
sont éludiés à l’aide du speclropliotomclrc de Dcckman et les courbes 
d’absorption données en e. Dans les divers cas les solvants employés sont 
l'alcool absolu, le chloroforme et le dioxane. 

L’emploi de la chromatographie permet de séparer des traces de pigments 
pyrroliques dissimulés par d’autres biochromes plus abondants. Dans ce 
cas, la quantité de pigment isolé par chromatographie étant trop faible pour 
pouvoir être étudiée chimiquement, il est possible d’identifier le biochrome 
à l’aide des spectres d’absorplion, ainsi que par l’emploi de la chromato¬ 
graphie mixte. C’est ainsi que nous avons pu mettre en évidence des traces 
d’uroporphyrine J dans des coquilles de Pleria margariliftra , de divers 
Trochns et de Claneulus pharaonis. 
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Lorsque la quantité de pigment isolé est suffisante, nous prenons le point 
de fusion mixte, nous effectuons une chromatographie mixte et nous exami¬ 
nons les spectres d’absorption. Enfin, si le pigment obtenu est suffisamment 
abondant, nous en effectuons l'analyse élémentaire. 

Nous avons également employé la chromatographie sur papier pour préciser 
le nombre de groupements acides contenus dans les pigments biliaires des 
coquilles d ’Halioüs cracherodii. 

Nous devons signaler que le terme de biochrome, souvent employé au 
cours de notre exposé, est préconisé par D. L. Fox (97} pour désigner les 
pigments naturels. 
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PREMIÈRE PARTIE 

ÉTUDE DES PIGMENTS PYRROLIQUES DES 
COQUILLES DE MOLLUSQUES 


L’exposé sur les biochromes des coquilles de Mollusques se divise en deux 
parlies : l’une concernant les porphyrines, l’aulre les pigments biliaires. 


CHAPITRE PREMIER 

ÉTUDE DES PORPimilXES 

Rien que les recherches sur les porphyrines fassent l’objet d’un travail 
antérieur (28), nous en donnons un rapide aperçu, car il nous semble intéres¬ 
sant de rassembler dans un meme ouvrage l’ensemble des connaissances 
actuelles sur les pigments pyrroliques des coquilles de Mollusques. 

A. — NOMENCLATURE 

Les porphyrines sont des pigments, naturels ou synthétiques, possédant 
quatre noyaux pyrrolc reliés entre eux en position * par quatre ponts mé- 
thénes CH —, Elles dérivent toutes d’un même squelette : la porphine, 
et se différencient les unes des autres par les radicaux fixés sur les carbones 
en position j3 à la place des atomes d’hydrogène. 
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L’une des porphyrinea les plus simples est l’étioporphyrine qui ne contient 
dans sa molécule que des radicaux méthyle et éthyle. Suivant la position 
de ces radicaux, il est possible d’envisager l'existence de quatre isomères, 



désignés par les chifTres romains I, II, 111 et IV. 11 en est de même pour 
les coproporphyrines et les uroporphyrines. 

four la protoporphyrine, qui possède des groupements méthyle, vinyle et 
propanoïque, il existe quinze isomères numérotés de 1 h XV. La prolopor- 
phyrine naturelle est affectée du chiffre IX. 



La réduction des radicaux vinyliques de la protoporphyrine IX en groupes 
^hyle conduit h la mésoporphyrine IX. 

B. — HISTORIQUE 

En 1930, H. Fischer et K. Jordan (98) isolent des coquilles d’une Huître 
Perlière (Pteria radiala Lam.) un pigment rouge fluorescent : la concho- 
P° r phyrine. Ils signalent eu outre la fluorescence rouge des coquilles d'Avicula 
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lenllgenosa et d’/l. caslanea. En 1932, H. Fischer et E. Haarer (99) 
extraient le pigment fluorescent d’une autre espèce d’Hultre, Pleria vulgaris 
Schum., cl l'identifient avec l’uroporphyrine I. Ce n’est qu’après de nom- 



Méuoporphyrine IX. 

breuscs recherches synthétiques (100,101, 102, 103,104) et analytiques (66) 
que H. Fischer et ses collaborateurs peuvent attribuer à l’uroporphyrine I 
la formule suivante : 



Finalement, II. Fischer conclut à l’identité de la conchoporphyrine avec 
l’uroporphyrine I. En effet, les produits de dégradation de ces deux pigments 
sont identiques et l’analyse chromalographique sur talc ne permet aucune 
séparation des deux porphyrines mélangées. Récemment, A. Comfort (105) 
examine la fluorescence en lumière ultra-violette d’un grand nombre de 
coquilles, puis lait un exposé général sur les pigments des Mollusques (106) 
et préconise l’emploi de leurs tests comme source pratique d’uroporphyrine I 
(107). R. E. H. Niciiolas et A. Comfort (80), appliquant l’analyse chroma- 
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tographiquc sur papier à l’étude des porphyrines de divers genres, montrent 
la présence de traces d’une eoproporphyrine, à côté de l’uroporphyrine, 
dans les coquilles de Pleria radiala et de P. vulgaris. En outre, ils signalent 
l’existence d’une nroporpliyrinc dans les lests de Trivia etiropea, Huila sp. f 
Placuna crlla, Umbonium australe, Maliens vulgaris et Gibbula cineraria. 


G. — IŒGHERG11ES PERSONNELLES 


I — PORPHYRINES DES COQUILLES DE PTÉRIDÉS 

Les Ptéridés sont des Mollusques Rival vos An isomy aires appartenant 
au prouj jc des Ptériacés. Nous avons étudié deux exemplaires de Pleria 
(~ Avicula) macroplera Lmk et une valve de P. margarilifera L, Les coquilles 
de P. macroplera provenaient de Zanzibar ; leur surface externe brunâtre 
•d plus particulièrement les bords noirâtres de la face interne montraient une 
nette fluorescence rouge en lumière ultra-violette. Par contre, la coquille 
d fi P. margarilifera ne présentait aucune fluorescence, La teneur en por¬ 
phyrine des coquilles de P. macro piera étant relativement élevée, nous avons 
PU en faire une étude détaillée. 


») PRÉPARATION 

1° Extraction et estérification des pigments. 

Nous n’insisterons pas sur la technique d’extraction des pigments fluo¬ 
rescents, l’ayant déjà mentionnée en détails antérieure ment (28;. Les 
coquilles sont attaquées par de l’alcool méthylique chlorydriqnc à 10 pour 100 , 
‘1 U| dissout et cslérifie la porphyrine. La solution alcoolique rouge brun, 
fluorescente, est reprise par du chloroforme et de l’eau distillée. Finalement 
a couche chloroformique décantée est lavée avec une solution de carbonate 
f| c sodium à 5 pour 100, puis concentrée sous vide. 


2“ bolemant et purification de la porphyrine par chromatographie. 

Les travaux de J. G. Watson et de ses collaborateurs (71, 72) sur la chro- 
‘natographic des uroporphyrines n’étaient pas connus rn France lorsque nous 
a vons entrepris ces recherches. La technique proposée donne d’excellents 
résultats pour la séparation et la purification de l’uroporphyrine L 

Chromatographie de la ponpnvniNE de Pleria macroplcra. 

La solution chloroformique, additionnée d’un égal volume d’éther 
an hydre, est filtrée sur une colonne d’alumine. Les pigments se concentrent 
l fl partie supérieure de la colonne en une couche grisâtre à l’intérieur de 
■«quelle apparaît une zone rougeâtre. En outre un pigment jaune peu ahon- 
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dant s'èlimiuc à travers la colonne. La zone rougeâtre fluorescente est ensuite 
détachée de la couche grisâtre supérieure à l’aide d’un mélange de deux 
volumes de chloroforme pour un volume d’éther anhydre {fig. J, a), Dette 
zone nettement délimitée chemine jusqu’en bas de la colounc ; nous recueil¬ 
lons le solvant qui filtre en entraînant le pigment rouge. A la suite de cette 
zone rouge se détache un anneau ronge violacé à fluorescence orange ; la 
couche grisâtre, demeurant à la partie supérieure de la colonne d’alumine, 
ne présente plus aucune fluorescence. 

La solution chloroformique rouge à fluorescence rouge intense présente 
le spectre à cinq bande», caractéristique des porphyrines neutres. Le pig¬ 
ment de l'anneau rouge violacé n’étant obtenu qu’en très faible quantilé, 
nous ne poursuivons pas son étude. 



Fig, 1. 


Par évaporation spontanée de la solution chloroformique rouge, la por- 
phyrinc cristallise en longs et fins cristaux rouges, courbes, enchevêtrés. 
C,es cristaux sont lavés avec un peu d’acétate d’éthyle qui enlève des traces 
de pigment orangé. Finalement, après une nouvelle chromatographie, la 
porphyrinc est recristallisée au sein d’un mélange chloroforme-acétate 
d’éthyle. Des deux coquilles de Pleria macroplera nous avons extrajL 22 mg. 
d’ester inéthylique de la porphyrinc. 

CIIHUMATOUIIANME de l. V PORPHYRiNE de Pleria margarilifera. 

L’analyse ehroinalograpliiqae est conduite selon la technique précédente. 
Le développement à l’aide du mélange de deux volumes de chloroforme pour 
un volume d'éther permet de séparer un anneau rose â fluorescence rouge, 
ainsi qu’une zone orange à fluorescence orange (fig. 1, b ), La solution chlo¬ 
roformique rose, recueillie lorsque la zone â fluorescence rouge atteint le 
bas de la colonne d’alumine, présente le spectre d’absorption des porphy- 
rines. La teneur en porphyrine des coquilles de Pteria margarilifera étant 
trop faible pour pouvoir tenter l’isolement de ce biochromc, nous avons dû 
nous contenter d’en faire un examen spectroscopique. 
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b) PROPRIÉTÉS 

1° Porphyrine de Pteria macroptera 

Isolé sous forme de longues et fines aiguilles rouges, l'ester méthylique 
de la porphyrine de Pleria macroplera fond au bloc de Maqnenne A 295°; 
ce point de fusion est analogue A ceux des esters méthyliques de l’uropor- 
phyrine I (293°) (108). Signalons cependant que II. Fischer et H. F. Hof- 
Mann (66) situent le point de fusion de l'ester méthylique de l'uroporphy- 
rine I, purifié par chromatographies sur talc, à 301°, tandis que M, Grins- 
tein et ses collaborateurs (72), après chromatographie sur carbonate de 
calcium, indiquent pour ce pigment un point de fusion de 284° et prétendent 
que les variations des points de fusion plus élevés sont dues è une saponi¬ 
fication partielle ou à la présence de complexes métalliques. 

Comme l’ester méthylique de l’uroporphyrine 1, le pigment de Pteria 
macroplera est très soluble dans le chloroforme, insoluble dans l’éther, l'acé- 
tate d’éthyle et l’acide acétique pur ou dilué. 

La teneur en C, H, N s’accorde avec la formule élémentaire C 48 H M O m N 4 , 
qui est celle des esters méthyliques des uroporphyrines. 



Prise d’essai 

CO, 

H,O 


en ing. 

en mg. 

en mg. 


3,381 

7,555 

1,777 


c % 

H % 


Trouvé. . . . 

. . . 60,97 

5,88 


Calculé. . . . 

. . . 61,13 

5,77 



Le dosage de l'N, effectué selon la microméthode de Dumas, indique une 
^neur de 5,83 pour 100, le taux d'N des esters méthyliques des uropor¬ 
phyrines est de 5,95 pour 100. 

Spectre dans i ullra-violet. 

Les solutions porphyriniques présentent à la limite du visible et de l'ultra¬ 
violet une bande d’absorption dont le maximum se situe aux environs de 
X 'KM) mp. ; nous avons observé, pour le pigment de Pleria macroplera en 
solution chloroformique, un maximum rl’ahsorption à X 408,* m. 

Spectre dans le visible. 

Les maxima trouvés avec la solution chloroformique de l’ester méthylique 
de la porphyrine de Pleria macroplera se situent à : I X 025 ni,* ; la X 600 ni ^ ; 
H X 570 m^ ; 111 X 532in (i ; IV X500 m^. Ils sont entièrement comparables è 
veux des esters méthyliques des uroporphyrines : I X 624 ; la X 597 in^ ; 

11 X 5C9 mji ; J11 X 531 mp. ; IV X 499 . 

Sel complexe de cuivre. 

Cristallisé en fines aiguilles rouge vif, courbes, souvent réunies en amas 
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(aspect de gerbes), le sel complexe de cuivre de la porphyrine de Pleria macrop- 
Irra fond à 345-346°. Le point de fusion du sel complexe de l’uroporphy- 
rinc 1 est de 346-348° 109 L’un et l'autre sont solubles dans le chloro¬ 
forme, insolubles dans l‘acétate d’étliyle et l’acide acétique. Leurs spectres 
dans le visible sont identiques ; leurs courbes d'absorption présentent en 
cITct deux maxima situes, l’un à /. 565 nip , l'autre à / 528 . 

2® Porphyrine de Pteria margaritifera 

La solution chloroformique rose h fluorescence rouge de la porphyrine 
de Pleria margaritifera présente quatre bandes d’absorption, dont les maxime 
correspondent exactement à ceux que nous avons observés avec l’ester méthy* 
lique de l’uroporphyrine de P. macroplera : 1 / 625 m,* ; 11 )i 570 ni,* ; 
lin 532 m,*; IV Jt 500 m,*. 


c) CONCLUSION 

Malgré de nombreuses cristallisations, H. Fisciiek n’a pu obtenir la por- 
phyrinc (eonchoporphyrine) de Pleria radiala à l’état pur, et ce n’est qu'après 
de nombreuses années de recherches qu'il a finalement identifié cette por- 
phyrinc avec l’uroporphyrinc 1, grâce à l'étude de ses produits de dégrada¬ 
tion et à l'emploi de la chromatographie sur talc. Par contre la porphyrine 
des coquilles de P. vulgaris n’étant pas souillée par d'autres substances 
colorées, H. Fischer l’a identifiée facilement avec rurojiorphyrinc 1. La 
technique d.t chromatographie sur alumine, que nous venons d'indiquer, 
rend aisé l’isolement et la purification «les purphyrines «les coquilles de Mol¬ 
lusques, lorsqu'elles sont accompagnées de nombreuses impuretés. 

Par son aspect cristallin, son analyse élémentaire, ses spectres et ses solu¬ 
bilités, la porphyrine de P. macroplera s’apparente aux uroporphyrincs. 
Par son point de fusion et par c>*lui de son sel complexe de enivre, elle s’iden¬ 
tifie avec l’uroporphyrine 1. Au cours de la chromatographie, lions n’avons 
pas décelé la présence de l'uroporphyrine III qui accompagne généralement 
l’nroporphyrine 1 dans les cas de porphyric. 

L’analyse chromât «graphique permet de mettre en évidence des traces 
d’uroporphyrine I dans les coquilles de P. margarilifera. Il semble ainsi que 
la présence d’uroporphyrine I dans les tests des Ptéridés soit un fait général. 
Bans certaines espèces (P. macroplera , P. vulgaris, P. radiala), la proportion 
d’uroporphyrine 1 est relativement importante, alors que dans d’autres 
espèces (P. margarilifera) elle n’existe qu’à l'état de trai es. L’existence d'une 
coproporphyrine, signalée par H. E. II. NiciiolascL A. Compout, dans les 
coquilles de P. radiala et P. vulgaris est, par contre, inconstante et de faible 
importance. 
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II. PORPHYRINES DES COQUILLES DE TROCHIDÉS 

Rappelons que les Trochidés sont ries Mollusques Gastéropodes Proso- 
branches du groupe des Trochacés. Nous avons examiné les pigments des 
coquilles de Clancnlus pharaonis, de Trochus rirgalus el de T. maculalus. 

») PRÉPARATION 

La coquille de Clanculus pharaonis L., rouge corail avec, des granulations 
noires et blanches, monlre en lumière ultra-violette une iluoreseencc rouge 
sombre. ; les coquilles de T radius virgahis (imelin et de T. maculalus L, 
présentent des taches roses ou brunâtres. 

Les pigments de ces divers Trochidés sont extraits selon la technique 
indiquée antérieurement. Le comportement chromalographique de leur 
porpliyrine est identique â celui de l’uroporphyrjne I de Pleria nuicroplera, 
Dans le cas des coquilles de Clanailus, la porphyrine cristallise en longues 
aiguilles fines, réunies en amas feutrés (aspect de touffes de cheveux des 
nroporphyrines). 


h) PROPRIÉTÉS 

La porphyrine ries coquilles de Clanculus pharaonis est soluble dans le 
chloroforme, insoluble dans l'éther. Le spectre de sa solution chloroformique 
Cs d superposable à relui de l’ester méthylique de l’uroporphyriite de Plcriu 
oiacroplrra ; 1 X 625 ; Il X 572 ; 111 X 532 ; IV X 500 m^, Enfin 

une chromatographie sur alumine d‘un mélange des fieux porphyrincs ne 
donne lien h aucune séparation des pigments. 

Les solutions chloroformiques roses obtenues avec les coquilles de Tro- 
ebut ont également des spectres d'absorption superposables à celle de l’uro- 
P n rphyrinc de Pleria macroplcra : I X 625 mp ; 11 X 572 mp ; 111 X 533 mp ; 
JV X500 mp , 

La quantité de porphyrine que renferment les coquilles des Trochidés 
es f trop faible pour pouvoir tenter risoleinenl et l’élude plus complète de 
ee pigment, 


c) CONCLUSION 

Nous avons obtenu h l’état cristallisé la porphyrine des coquilles de Clan~ 
fulus pharaonis el montré la présence d’une porphyrine dans les coquilles 
de Trochus virgahis et de T. macululus. Ces diverses porphyrines de Tro¬ 
chidés ont un comportement chromatographiquc analogue à celui de l’uro- 
porphyrinc de Pleria macroplera ; leurs spectres d'absorption sont égale- 
m<, nt identiques. Certaines coquilles de Trochus possèdent un pigment 
v,?r t, présentant les caractères d’une biliverdinc ; il aurait été intéressant 
de pouvoir isoler ce bilirubinolde et de comparer ses propriétés à celles de 
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bioehromcs des tests de Turbo et d 'IlaliolU. Nous «'avons pu malheureu¬ 
sement nous procurer le matériel nécessaire pour cette étude. 

Enfin, l’observation de ces divers Mollusques à l’état vivant permettrait 
de rechercher l’origine de l’uroporphyrine I et de voir s’il s’agit d’uu pro¬ 
duit de dégradation ou plutôt de biosynthèse. 


CHAPITRE 11 

ÉTUDE DES PIGMENTS BILIAIRES 


A. — NOMENCLATURE 

Afin de rendre plus compréhensible l’exposé du présent travail, il nous 
paraît utile de dire quelques mots sur la nomenclature et les propriétés géné¬ 
rales des pigments biliaires. C’est surtout grâce aux nombreuses recherches 
analytiques et synthétiques de H. Fischer et de W. Suîdel que la consti¬ 
tution chimique de ces pigments naturels, provenant principalement de 
la destruction de l’hémoglobine, est actuellement bien connue. 



Protoporphyrine IX. 


La nomenclature employée pour désigner les pigments biliaires doil 
tenir compte des porphyrines correspondantes. C’est ainsi qu’il existe quinze 
isomères possihles de la proloporphyrine, numérotés de 1 à XV, distincts 
les uns des antres par les positions respectives des radicaux inéthyliques, 
vinyliques et propanoïques des noyaux pyrroliques. Les pigments biliaires 
naturels, dérivant de la protoporphyrine IX. seront afTcclé* du chiffre IX. 
En outre, il est nécessaire de signaler l’endroit où se produit la rupture du 
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cyd<* porphyrinfquc, celte ouverture pouvant avoir lieu aux ponts «, fi, 
y ou s. Les pigments biliaires dérivant de la proloporphyrine IX par rupture 
,Ju c y clp porphyrinique au pont oc seront affectés du signe IX*. 



Bilirubine IX«. 


Signalons que le terme de pigments biliaires tend à désigner les pigments 
pyrroliques naturels provenant de la dégradation du groupement prosthé¬ 
tique de l’hémoglobine et possédant quatre ou seulement deux noyaux pyrro¬ 
liques, l’expression bilirubinoïdes étant réservée aux dérivés tètrapyrroliques 
naturels ou synthétiques. 

La numération, adoptée par II. Fischer (110) et par W, Siedel 111), 
p st indiquée dans le schéma suivant : 



lïlle va de 1 ii 8 pour les substitutions en position fi et de 1’ h 8’ pour 
Pelles en position «. H. Lemdkrg (19) propose, pour éviter toute confusion 
avec les groupes méthènes {a, fi, y, 5) des porphyrincs. d’adopter pour 
désigner les ponts carbonés des bilirubinoïdes les lettres o, b, c. 

Les hiliruhinoïdes variés, isolés dos diverses sécrétions ou excrétions 
de l’organisme humain, proviennent d’une réduction plus on mains complète 
de la biliverdine IX«. Les pigments doivent leurs propriétés générales et en 
Particulier leur couleur, non aux radicaux fixés sur les noyaux pyrroliques 
en position fi, mais à la présence et h la distribution des doubles liaisons des 
ponts carbonés. C’est ainsi qu’à la réduction de toutes les doubles liaisons 
correspond la disparition de la couleur (mésobilirubiriogèno, slcrcobilinogène). 



M&obilirubinogène IX a. 

La présence d’une double liaison étant signalée par le suffixe ine, la dési¬ 
gnation tnine indiquera la présence de trois doubles liaisons. Pour montrer 
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qu’il s’agit d’un hilirubinoïde, les auteurs allemands emploient le préfixe 
Mi-, auquel R. I.kmbkrg substitue celui de bila-. Ainsi la bilivcrdine, qui 

-CH-JQ-CH. Q-“H-□- 

H H H H 

H H 

Structure bila-diène (a, b). 

possède trois doubles liaisons, a une structure bili- ou bila-triène. La position 
des doubles liaisons esl précisée à l’aide des lettres désignant les ponts 

HoQ_C -0—CK,-0 — O-Qo» 

" N N N » 

H H 

Structure bila diène (a, c). 

carbonés. Ainsi la bilirubine a une constitution bila-diêiir (a, c) et la méso- 
bilivioline une stmelure bila-dicnc {a, b). 

(~JI-.Ole— -CH 

N N 

H 

Structure bilu-tri6nc. 

Les pigments, qui possèdent une constitution bila-triène, sont bleus, 
leurs spectres d’absorption dans l'ultra-violet et dans le visible sont analogues, 
leurs sels de zinc sont verts, ils donnent avec, l’acide nitrique nitreux les 
phases violette, rouge, orange et jaune de la réaction de (inielin ; leurs sels 
de zinc, après oxydation par l’iode, deviennent bleus et présentent une intense 
fluorescence rouge ainsi qu’un spectre caractéristique. R. Lkmberu désigne 
ces pigments sous le nom générique de vrrdincs. Les bilirubinoïdes qui 
présentent des propriétés analogues à celles de la bilirubine constituent la 
classe des mêmes, tandis que les pigments dont les caractéristiques sont 
semblables à celles de la rnésobilivioline font partie des oiolints. 





Bilivcrdine IXa. 

F Cependant, si à une même structure correspondent des spectres analogues, 
les positions des maxima des bandes d’absorption dépendent des radicaux 
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fixés sur les noyaux pyrroliques. C’est ainsi que la biliverdine et la înésobi- 
liverdine {ou glaucobiline), qui possèdent, l’une et l'autre, la structure bila- 
l-riène, mais qui diffèrent par la présence de deux groupes vinyliques dans la 
première, remplacés par deux radicaux éthyliques dans la seconde, ont 
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Glaucobilino IXa. 


luaxima d’absorption distincts, aussi bien dans l’ultra-violet qiieTdans 
,e visible (88). 

Une étude historique et une description détaillée des pigments biliaires, 
a insi qu’nn aperçu de leur distribution dans les règnes animal et végétal 
80 »t donnés par R. Lemberg et J. W. Legge dans leur livre : « lleinatin 
compounds and Bile Pigments » (19). 

B. — HISTORIQUE 

La présenec de pigments biliaires dans les coquilles de divers Mollusques 
a Ppartenant aux genres : Hatiolis, Turbo et Trochus est signalée pour la 
Première fois par 0. Fr. Khukenbkrg en 1883 (112). Les résultats obtenus 
Par eet auteur sont confirmés quelques années plus tard par F. N. 
^Chu ti (113). Alors que les pigments d 'Haliolis donnent lieu à un certain 
Nombre de recherches nouvelles, ceux des coquilles de Turbo ne font l’objet 
d’aucun travail récent. 

Attaquant les coquilles de diverses espèces de Turbo [T. oliuaceus, T. 
r udialus, T. prlholalus) par de l’acide acétique ou de l’acide chlorhydrique 
dilué, C. Fr. Khukenbkrg obtient des solutions verte9 ne présentant pas de 
®pectre d'absorption et donnant la réaction de Gmelin. Ce pigment, qui 
•Contre de grandes analogies avec la biliverdine, s‘en distingue par le fait 
^jN’il ne peut être extrait des solutions acides ni par le chloroforme, ni par 
•éther. 

l’ar ailleurs, à partir des coquilles de Turbo sarmalicus et de T. ruyosus, 

Fr. Krukknuerc obtient un pigment, la turbobrunine, qui donne avec 
alcool chlorhydrique une couleur rouge pourpre et qui, dans certaines 
conditions, se transforme en pigment vert. En 1947 nous avons présenté 
Une note préliminaire (114) sur les propriétés du pigment bleu des coquilles 
de Turbo Hegenfussi. 

Les coquilles d'Haliolit, donl la pigmentai ion a attiré l’attention des 
chercheurs, sont tantôt rouges (II. rufescens), tantôt bleu foncé (//. giganlea , 
^ californiensis). 
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Le pigment des coquilles d7/u/io/is rufesrens est étudié par C. Fr. Km - 
kenberü (112), puis par F. N. Schulz (113). Après destruction du substrat 
calcaire, le pigment rouge, dissous dans l’alcool ou l’eau acidulée, présente 
les réactions des pigmenta biliaires ; il donne en particulier la réaction de 
Gmrlin, relie d’Erlirh et, après réduction avec l’amalgame de sodium, 
celle de l'urobiline. Cependant l’insolubilité de ce pigment dans les solvants 
organiques et le comportement des spectres le distinguent nettement des 
binchromes de la série bilirubinique. 

Cette étude est reprise en 1930 par Ch. Duérê et C. Bmjmeler (117, 17). 
Les réactions el les spectres du pigment (rnfeseine) en solution aqueuse 
neutralisée nu alcoolique acide sont soigneusement analysés ; l’action des 
acides, des bases et des oxydants donne naissance à des produits de colo¬ 
ration variée (baliolirubine, haliotiverdinc, haliolieyanine) ; les uns possèdent 
des spectres distinets de ceux des biochromes bilirubiniipies, d’autres par 
cnntre présentent drs analogies évidentes avec les produits d’oxydation 
île la bilirubine (hilicyanine, choit*télinc). 

Bien qu’ayant rapproché, dans son premier mémoire (112), le pigment 
bleu fVtlaliotia californiens! s des bilirubinoïdes, F. N. Schulz, dans un travail 
ultérieur (118), le cirnipare à l’indigo. H. Lembkru (119j, reprenant cette 
étude, réfute cette seconde hypothèse et réussit, en traitant la poudre de 
coquilles par un mélange d’alcool absolu et d’acide chlorhydrique concentré, 
à obtenir un produit, présentant les solubilités des esters des pigments biliaires. 
Cet auteur sépare, grâce h leurs solubilités différentes Hans l'aride rhlnrhy- 
drique dilué, iIpux pigments qui, en solution chloroformique acide, sont l'un 
vert (pigment A), l'autre bleu-vert (pigirirnt B). Os biochromes nr pré¬ 
sentent aneune analogie d» spertrrs avec les pigments biliaires connus, 
leurs sels de zinc ne innntrent aucune fluorescence. 

Signalons également b*, travail de T. Kodzuks 130) concernant le pigment 
Ideu-verl d'Ualiolis yiyanlca. Après réduction du pigment h l'acide iodhy- 
drique et d’iodure de phosphonium, cet auleur observe la réaclion des 
copeaux de pin caractéristique du noyau pyrndiqui*. 

AprèB avoir fait un bref exposé sur le pigment principal (haliotivioline) 
des coquilles «17/. cracherodii fi la séance du 23 juillet 19-48 du XIII e Congrès 
International de Zoologie (Paris), nous publions une note préliminaire sur 
la parenté de ce biochrome avre les bilirubiiundcs (121). Entre temps, A. Com¬ 
post (122) considère de nouveau le pigment bleu d’//. rrar/imwfii connue un 
dérivé de l'indigotine. Les arguments invocpiés par A. C.omfort sont, d’une 
part, l’analogie entre les spectres d’absorption dans le visible du produit 
d'oxydation du pigment principal il 'II. cracherodii et de. l’umroséine el, 
d’autre part, ta similitude entre les Bpeelres dans Pultra-violet du pigment 
bleu d’//fl/io/f*ctde Pimligidine. I Mirant un bref séjour fl l'Institut de Biologie 
physieo-chiinique, A. Comcoiit prend connaissance de nus rrrhcrchps, puis, 
au cours d'une note récente (123; sur un hiorhrome jaune <17/. cracherodU, 
il rreonnatt la nature lélrapyrrolique du pigment principal bleu. 
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C. - RECHERCHES» PERSONNELLES 

I PIGMENTS BILIAIRES DES TURBINIDÉS 

Les Turbinidés sont des Mollusques Gastéropodes Prosobranches. Leurs 
coquilles sont turbinées, lisses on rugueuses, avec une ouverture arrondie, 
ovale ou subtétragonale, La surface exléricmre est plus ou moins pigmentée, 
alors que la surface interne de la coquille est nacrée. 

A. — Pigments biliaires des coquilles de Tnrio lïegenfussi Desh. 

Les exemplaires mis à notre disposition provenaient de Nha frang (Indo¬ 
chine), Une croûte calcaire recouvrait et protégeait la surface pigmentée. 


t.) PRÉPARATION 

1° Extraction et estérification des pigments. 

30 coquilles (5 kg. environ) de Turbo Uegenfussi sont traitées par 8 litres 
d’alcool mélhylique chlorhydrique à 13 pour 100. Très rapidement la liqueur 
alcoolique se colore en brun, puis en vert. Après 24 heures 1rs coquilles, presque 
entièrement décolorées, ne présentent plus que quelques zones blenes. La 
solution alcoolique acide est traitée par fraetions de 2 litres, chaque fraction 
étant additionnée de 500 cm 1 de chloroforme, puis d'eau distillée jusqu’à 
formation d’un trouble blanchâtre. Au cours de la neutralisation à l’aide 
de bicarbonate de sodium, le chloroforme se sépare en entraînant les pig¬ 
ments, La couche chloroformique bleu-vert est ensuile décantée, puis lavée 
successivement 3 fois à l’eau distillée, 2 fois avec une solution de carbonate 
de sodium à 5 pour 100, puis de nouveau à l’eau distillée, Les pigments 
foliaires, ayant leurs fonctions acides estérifiées, ne sont pas enlevés par la 
s °lution alcaline, qui décompose uniquement les chlorhydrates formés en 
milieu acide, Finalement les solutions chloroformiques provenant des diverses 
‘■"actions sont réunies,puis déshydratées à l’aide de sulfate île sodium anhydre. 


2° Purification et séparation des pigments par chromatographie. 

Chromatographie à l'aide d'un mélange èlhèro-chhroformique, 

Après filtration, la solution chloroformique est évaporée à sec et le résidu 
est repris par un mélange à volumes égaux de ehloroforme et d’éther ; les 
pigments bleu-vert sont ainsi dissous nt débarrassés d’nn résidu brunâtre 
a boudant. La solution éthéro-chloroforniiquo est alors filtrée sur une colonne 
d alumine désactivée, qui fixe les pigments bleu-vert dans sa portion supé- 
rieurn | tandis que h* filtrat, jaune au début, devient rapidement incolore. 
Le ehroinatogramme esl alors développé à l’aide de chloroforme technique 
2, a). Une première zone bleu pâle su détache et descend rapidement, 
8 mvie d’une zone principale bleu foncé nettement séparée de la première 
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par un espace incolore. En haut de la colonne d’alumine demeure une zone 
brun verdâtre. Les liquides colorés, qui filtrent lorsque les zones bleues 
al teignent successivement le bas de la colonne d’alumiuc, sont recueillies 
séparément. 

Par évaporation spontanée de la solution chloroformique bleue corres¬ 
pondant à la zone I, nous n’obtenons aucun produit cristallisé. Ce pigment 
étant en trop faible quanlité pour être étudié, nous nous sommes contenté 
d’en prendre les spectres d’absorption, qui sont d’ailleurs identiques à ceux 
du pigment de la zone principale (zone Tl). 



.17 brunâtre 


ŒSESSz.III bleu pâle 
z.II bleu foncé 
■.I bleu pâle 


Par évaporalion de la solution chloroformique bleue correspondant à la 
zone principale, le pigment cristallise sons forme de prismes hleu foncé réunis 
en houppes. Ce pigment est reehromatographié sur alumine, puis recristallisé 
dans un mélange de chloroforme et d’acétate d’éthyle. Nous obtenons 
ainsi 20 mg. de pigment à l’état d’ester méthyliqnc. 

ChromalografMe d l'aide d'un mélange d'aeèlale d'èlhyle el d'élher, 

A la suite d’uue autre extraction à parlir de 8 coquilles de Turbo flegenfussi 
nous avons employé pour la chromatographie un mélange â volumes égaux 
d’acétatc d’éthyle et d’éther. Les pigments dissous dans ce mélange sont 
fixés sur la colonne d’alumine. Le chromalogramme est alors développé à 
l’aide d’acétate d’éthyle pur (fig. 2, b). 

Comme dans l’expérience précédente, nous distinguons une première 
zone bleu pâle suivie de la zone principale bleu foncé (zone 11). En outre, 
une troisième zone bleu pfile se détache de la zone supérieure (zone IV) 
brune. Le pigment de la zone III est en trop faible quantité pour pouvoir 
être étudié. Nous pensons que ces différentes zones bleu pâle correspondent 
à des pigments isomères du pigment principal. 

Le filtrat correspondant à la zone principale est recueilli, puis reehroma* 
tographié selon la technique précédente. Le pigment est finalement, rccris- 
tallisé dans un mélange d’acétate d’éthyle et de chloroforme. Nous obtenons 
ainsi 3 à 4 mg. de pigment cristallisé. 
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b) PROPRIÉTÉS 


Le pigment cristallisé, que nous proposons de nommer TunBOGLAUCO- 
bilink, esl très suluble dans le chloroforme, moins soluble dans l'acétate 
d'élhyle et l'alcool inéthylique, très peu soluble dans l'éther, insoluble dans 
l’éther de pétrole ; ces solubilités correspondent à celles des esters mèthy- 
liques des pigments biliaires. 

Son point de fusion, pris au bloc de Maqucnne, est de 203 o -2<J6 o . Nous 
avons observé des points de fusion identiques pour les deux produits chro- 
matographiés différemment. 

L’analyse élémentaire (effectuée au Laboratoire du Muséum) nous a 
fourni les résultats suivants •. 


1° pour C et II : 


Prise d’essai 

11,0 

CO, 

en nig. 

en mg. 

en mg. 

3,841 

2,14 

8,37 

2,882 

1,63 

6,31 

0% 

H % 


59,46 

0,22 


59,72 

G,31 


i (dosage effectué selon la microinétliode de Dumas) 

Prise d’essai Volume d’N 

N % 

en mg. 

en em* 


24o 

— 761 ni ni. 


4,725 

0,325 

7,52 

es groupements nièlhoxyle : 


Prise d’essai 

1 Vg 

oen, % 

eu mg. 

en mg. 


2,848 

4,096 

18,8 


Nous donnons à titre comparatif la teneur en éléments des esters mélhy- 
Hques de quelques pigments biliaires du groupe de la biliverdine, dont la 
turboglaurobiline présente toutes les propriétés. 

Esters mét hyliques C % H% N% OCH, % 

Turboglauculiiliue.59,46 6,22 7,5*2 18,8 

51»,72 0,31 

Loproglaucobiline.04,08 0,35 7,G7 1(>,1K» 

biliverdine. . .. 08,83 0,22 9,17 10,16 

Glaucobiline.08,1 0,81 9,12 10,<K) 
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La lurboglaucobiline possède une constitution chimique différente de celle 
de ees divers pigments ; cependant les formules élémentaires, qui doivent 
être retenues pour la lurboglaucobiline, ainsi que nous le verrons plus 
loin, sonl voisine# de celle de l’ester mélhyliqne d’une coproglancobiline : 



H 

Coprogimicobiline I. 


dont e U e9 sr différencient principalement par la présence de 
2 à 3 atomes d’oxygène supplémentaires dans leur molécule. 

Les formules élémentaires, s’accordant avec les valeurs analytiques trou¬ 
vées pour nos préparations de turboglaucobiline, sont tes suivantes; 



c% 

Calculé 

H % 

N % 

C a8 II 44 0 lî N 4 . 

.59,63 

6,12 

7,73 

<-hH 4 #0 14 N 4 . 

.59,47 

6,38 

7,70 

C 37 ll 44 O ia N 4 . 

.60,29 

6,02 

7,60 

C J 7 ll440 lï N 4 . 

.60,19 

6,27 

7,58 

f *s"44^12^4. 

.60,93 

5,92 

7,48 

C M H u <) lt S 4 . 

.00,77 

6,18 

7,52 

*‘3#^4#^I3-''4. 

.59,50 

6,05 

7,30 

C 3 ,ll„0 lg N 4 . 

.01,38 

6,08 

7,34 

C J# ll 440 M N 4 


5,95 

7,19 


Toutes les propriétés de la turboglaneobiline s’accordent, avec une structure 
fondamentale bila-triène (voir p. 64), à laquelle correspond la formule 
C 19 H # 0,N 4 ; en outre, d’après la teneur en méthoxyle cl l’analyse chromato- 
graphique sur papier, elle renferme 4 groupes rarboxyle estéri fiés soit C 8 H lt O s ; 
il ne reste plus sur les noyaux pyrroliqucs que 4 emplacements disponibles 
pouvant être occupés par des radicaux - Cl l a soit d 4 H u , les carbones supplé¬ 
mentaires ne. pouvant être liés au maximum qu’à 2 hydrogènes. Ces divers 
éléments étant additionnés nous trouvons : 

CulW^ + Cgll M 0 # + C 4 II lf - c #1 ii w o 10 n 4 

Ce total étant soustrait des formules pouvant être envisagées pour la 
turboglaucobiline, on s’aperçoit que seules les formules : CjgH^OjjN^ 
e *- ^'84^ m O u N 4 , pour lesquelles il reste respecliveinent C,H 14 0 1 , 
C,Hi 4 O t et<: a ll„O e , peuvent être retenues; les autres formules renferment 
en effet trop d’hydrogène par rapport au nombre d’atomes de carbone. 
Pour les formules C 88 I1 44 0 1Î N 4 et C OT H 48 0 lg N 4 les teneurs en Csonl voisines 
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Je celles trouvées pour la turboglaueobiline, par contre les teneurs en Uct N 
sont faibles ; pour la formule C tB H 4# 0 11 N 4 la teneur en C est trop élevée, 
par contre les teneurs en H et N se rapprochent davantage de celles trouvées 
pour la turboglaueobiline. 

Itéaction de Omelin. 

La turboglaueobiline, en solution chloroformique, donne avec l’acide 
nitrique nitreux les phases violette, rouge, orange et jaune de la réaction 
di’ Ginelin. Elle correspond en effet, comme la biliverdine, à la phase bleue 
de la réaction de Giuclin. 

Réaction iodo-zinciyup. 

L’addition d’une liqueur alcoolique d’acétate de zinc à la solution chloro¬ 
formique de la turboglaueobiline provoque la formation d’un sel complexe 
Vur t. La solution verte ainsi obtenue ne présente pas de spectre caractéris¬ 
tique, mais seulement une forte absorption dans le rouge. Cependant, oxydée 
par l'iode, cette solution devient rapidement bleue et présente alors une 
•ntense fluorescence rouge et un spectre à deux bandes d’absorption. Cette 
^action, caractéristique des pigments biliaires ayant une structure bila-lriène, 
est due à la formation de produits d'oxydation (mésobilipurpurincs dans le cas 
de la glaucobilinc) doul les sels complexes de zinc bleus offrent une intense 
fluorescence ronge et un spectre à deux bandes d’absorption. 

Spectre d'absorption dans Vallra-violel. 

L’examen du spectre d’absorption dans l’ultra-violel de la solution 



Fia. 3. — Courbes d’alworption de Tester métliyliquc de la turboglaueobiline 
dans Tuitra-rlolet et le visible. 

chloroformique de la turboglaueobiline a été réalisé à l’aide du grand spec- 
rographe pour chimistes de Zeiss. 
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La position dus maxima dus bandes d’absorption a été précisée par 
l'enregistrement microphotométrique. TSe connaissant pas la concentration 
exacte en turboglaucohiline de la solution étudiée, nous avons établi la courbe 
d'absorption en prenant arbitrairement la concentration — ^ . 



Fig. 4, — Courbes d'absorption de l'ester méthy]ique de 1 a blliverdlne 
dune l'ultra'violet et le visible. 


La courbe d’absorption (fig. 3} présente deux maxima, l'un principal 
situé à }. 378 ny , l’antre secondaire A ), 307 . Par son allure générale, 

cette courbe est comparable A celles des esters inélhyli(|ues de la biliverdinc 

t<y. £ 

4,5 


3,5 


3 

Fio. 5. — Courbe* d’abeorption do l’ester mélhyllque de 1* «laucobiline (—) 
et de la copro-eUucobillnc (* * *) d'après A. Stebn et F. JPaucknx*. 

(fig. 4), de la glaucobiline et de la coproglaucobilinc (fig. 5). Cependant les 
deux bandes d’absorption secondaires de la biliverdinc, de lu glaucobiline 
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de la coproglaucobiline soûl remplacées par une bande unique très nette, 
tin outre, la position du maximum principal (Max. I) de la turboglaucobiline 
fisL intermédiaire entre celles des maxima de la bitiverdine (). 384 ) d’une 

part 88), de la glaucobiline (X 3fj3 ) et de la coproglaucobiline (), 363 mji ) 
d'aulre part (115\ 

Les positions des maxima de ces trois biochromes sont données dans le 
tableau suivant : 


Esters mêthyliqucs 

Max. I 

Max. Il 

Max. III 


,n P 


nijt 

Bitiverdine 1X<* . . . . 

384 

316 

282 

Turboglaucobilinc . . . 

378 

307 


Glaucobiline IX«. . . . 

303 

315 

280 

Coproglaucobiline I* . . 

303 

300 

250 


L'étude de la courbe d'absorption dans l’ultra-violet de la lurboglauco- 
biline montre nettement que ce bilirubinoïde possède une structure analogue 
^ celle des pigments ayant une constitution fondamentale bila-triène (bili- 
'crdiue, glaucobiline). Les deux ou trois atomes d’oxygène supplémentaires 
9 Ue possède ce pigment par rapport à la coproglaucobiline ne peuvent être 
contenus que dans certains radieanx fixés aux noyaux pyrroliques. Le dé¬ 
placement du maximum principal d’absorption par rapport à ceux de la 
glaucobiline et. de la coproglaucobiline ne peut être imputé qu’à la présence 
dp ces radicaux oxygénés. 


Spectres d'absorption dans le visible. 


a) Solution neutre : 


L’absorption dans le visible de la solution chloroformique neutre de la 
turboglaucobiline a été étudiée à l’aide du speclropholoinèlre de G. Yvon et 
■L Jobin qui nous permet de déterminer la densité optique S des solulions 


examinées. Le coellicicnt d’extinction est calculé d’après la formule : e = ~ 5, 

c étant la concentration de la solution examinée, d l’épaisseur de la cuve. 

Dans l’appareil, l’épaisseur de la cuve étant de 1 cm., la formule devient : 
5 ** et lug. s = log. . Ne connaissant pas la concenl ration exacte en 
turboglaucobiline de la solution étudiée, nous avons arbitrairement pris la 


<x, Hc«nlralion • pour élablir la courbe. 


La densité optique de la solution chloroformique bleue de la turboglau- 
CC| biline croit à partir d’un minimum situé vers X 490 m^ , passe par un 
ln «ximuni vers X 6K> nijjt, puis décroît lcnletnciil (fig. 3). Nous avons em- 
ployé ]a même solution pour élablir les courbes d’absorplion dons le visible 
l'iiltra-violel, ce qui nous a permis do les réunir dans lin même graphique. 

MittotKCl DU Muti.UK, Zuologi», t. V. 0 
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Le maximum d'absorption de la tnrboglancobiline dans le visible est 
encore intermédiaire entre ceux do la biliverdine (X fiBfi mp ) et de la glau- 
cobilint* (X 6-10 uip ). 

b) Solution acide : 

La densité optique do la solution chloroformique acide bleu-vert, obtenue 
en ajoutant 2 gouttes d’aleool méthyliquc chlorhydrique à la solution pré¬ 
cédente, erolt à partir d'un minimum <]ui se situe vers X l'JB nip et passe par 
un maximum à X dfti nip (lig. fi). La courbe d'absorption est entièrement 
«••imparable /• celle de la liilivmliiie dont le maximum se jilae«i :i X (570 nip, 

c) .Se/s complexes de zinc : 

L'addition de quelque» garnîtes d'uni* solution alcoolique d'acclalc de 
zinc à 1 % à la solution chloroformique neutre de turbuglancobiline pro- 




PlO. 6. — Courbe* d'absorption des estent m6- Fio. 7. — Courbes d‘absorption des sol* do 
tliyliques do la turboglaucobiline (—) et de sine, oxydés par 1 iode de ln tnrboKlauco- 
1» biliverdine IX* ( ) en solutions acides. billnc (—) et do la biliverdine {- - 

voque le virage du bleu mi vert par suite de la fonuntion d'un sel complexe. 
La «lcnsilé optique de la solution erull régitliéreilient du violet au ronge, 
sans qu'il soit possible de décider ail spcetropholouiélrc un maximum dans 
le visible. 

Par contre, après addition de «pielques goullcs d'une solution alcoolique 
d’iode AI %, la liqueur devient rapidement bleue et présente alors une 
inteiis** fluorescence rouge et im spectre à deux bandes d'absorption carac- 
léristique : l’une principale k X IS3Tr nip, l’an Ire, plus faible, X mp 
(fig. 7}. 

La courbe d’absorption est comparable à celles des sels complexe* de 
zinc, oxydés par l’iode, de la biliverdine (lig. 7) et de la glaurobiline. Gepen- 
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dent les maxima principaux se situent pour la biliverdine à X 640 ny et pour 
la glaurobiline ii À 627 «n^ (116). 

Ainsi aussi bien dans le visible que dans l’ultra-violet les solutions de tur- 
boglaueobiline présentent des spectres d'absorption entièrement comparables 
à ceux des bilirubiuoïdes du groupe de la biliverdine ; elles ne diffèrent des 
solutions de ce» pigments que par les positions des maxima des bandes 
d’absorption, les maxima de la turboglaueobiline étant intermediaires entre 
ceux de la biliverdine et de la glaueobilinu, 

c) CONCLUSION 

Nous proposons de donner au pigment bleu isolé des coquilles de Turbo 
Htyenfu.sti le nom de turboglaueobiline. 

f ic pigment, extrait sous forme d’ester mcthyliqne, puis purifié par chro¬ 
matographie, cristallise sous forme de prismes bleu-foncé {PF 20ô°-206°). 
C’est, le premier bilirubinoïde de Mollusques obtenu à l'état cristallisé. La 
turboglaueobiline présente, toutes les propriétés des pigment biliaires pos¬ 
tant comme la biliverdine une structure bila-triène (couleurs et spectre* 
des solutions, test de Ginelin et réaction iodozincique) ; elle doit être consi¬ 
dérée comme un nouveau bilirubinoïde du groupe des verdines. Les spec¬ 
tres de ses solutions ont été soigneusement étudiés et comparés à ceux de 
la biliverdine. Les maxima des courbes d'absorption dans l’ultra-violet et 
1° visible ont des positions intermédiaires entre ceux de la glaucobiline et de 
la coproglaucobiline, d’une pari, et ceux de la biliverdine, d’autre part. 

L’analyse élémentaire s’accorde avec les formules: C,|H 4t O,,N 4 , C n H 44 
et C n l I 44 0 1# N 4 . Ces formules, bien que voisines de celle de l’ester méthy- 
liquc d’une coproglaucobiline C w H w O 10 N 4 . s’en distinguent cependant par 
I 0 présence de 12 ou 13 atomes d'oxygène au lieu de 10 pour une eoproglauco- 
l'iline. Les deux atomes d’oxygéne supplémentaires ne peuvent être con¬ 
tenus que dans les chaînes latérales fixées sur les noyaux pyrroliqucs en 
position /3. En effet, ainsi que nous l’avons signalé antérieurement, à une 
structure déterminée correspond un ensemble de caractères donnés ; toute 
su bstitulion en position «entraînerait une modification de celte structure 
c t un changement des propriétés générales du pigment, Dans le cas de la 
tlirboglautobiline, si les atomes d’oxygéne supplémentaires étaient situé* 
° n position «, les propriétés de ce pigment ne pourraient plus être coinpa- 
r ablés h celles des bilirubinoïdea du groupe des verdines. 

If après la teneur en groupements méthoxyle, la turboglaueobiline pos- 
sède quatre fonctions acides comme une coproglaucobiline. Comme nous le 
Vft rronR ultérieurement, l'analyse élément aire de la turboglaueobiline donne 
des résullnts en ni pore blés à ct*nx obtenus avec l’haliolivioline, pigment 
Principal des coquille» d’/f. rraclierodii. Tous les pigments biliaires naturel* 
' 0Mt »us jusqu’à ce jour dérivaient de la protoporphyrine ; c’est la première 
018 que des bilirubinoïdes, ayant une composition voisine d’une eoproglan- 
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eobiliuc, sont signale'* dans le règne animal. H» ppc Ion.- toutefois que la 
porphobiline semble posséder des «haines latérales analogues à celles de 
l'uroporphyrine ; ce pigment a été obtenu par J. Walh liNSTnoM (11) à 
partir du porphobdinogène, dipyrrylmêthane trouvé dans les urines de 
malades atteints de porphyric aiguë. 

La présence, dans diverses coquilles de Mollusques, d'nroporphyrine 1 
pouvant par décarboxylation donner de la eoproporphyrine I nous incil e 
à penser que la turboglaueobilinc possède une structure analogue à celles 
de ces pigments et que les formules C 3ï ll M Oj 2 N 4 PlC M ll M Oj 3 N ; ,.qui fout (le 
ce biochromo une dioxy- ou une trioxycoproglaurobiline, sont les plus vrai¬ 
semblables. 

Chaque noyau pyrrolique des uroporpliyrines possède un radical—GH,— 
GOOI1 et un groupement— CH,—CH,— COOll. Dans toutes les autres por- 
phyrines et par conséquent dans tous les pigments biliaires pouvant en déri¬ 
ver, les radicaux éthanoïques de l’uroporphyrine sont remplacés par des 
groupes méthyle — CH,. Aussi pensons-nous que la tnrboglancobiline possède 
également quatre radicaux méthyle, lixés respectivement sur chacun des 
quatre noyaux pyrroliques et que les atomes d’oxygène siipplêmcnlaires de 
ce bioehrome sont contenus dans les chaînes proponoïques, pour lesquelles 
il est possible d’envisager les formules- CHOU — Cil,— COOll eu— G)l,— 
C1IOH —COÜH, de tels radicaux pouvant, conduire par décarboxylation 
et déshydratation à des groupes vinyle : — Cil Cil,. Dans ce cas la for¬ 
mule développée de la lurboglaurobiline renfermerait soit deux, soit Irais 
radicaux oxypropanoïqnos et correspondrait an schéma suivant : 



H) = CllüH — Cil, —COOll ou — Cil, — OllOll — COOll. 


Alors que les coproporphyrinos renferment quatre chaînes latérales pro- 
panoïques, les protoporphyrines n’ont pins que deux restes propnnoïqiies, 
les deux autres étant remplacés par des groupes vinyle — Cil — Cil,. D’après 
les travaux de M. Ghinstkiiv et de ses collaborateurs :8 la eoproporphyrine 
III serait directement synthétisée par l’organisme et se trouverait à l'ori¬ 
gine de la protoporphyrine IX, deux des groupements propanoiques étant 
transformés en radicaux vinyle par décarboxylation et déshydrogénation. 
Ces données conlirment la théorie de W. J. Tuhneii (10) selon laquelle les 
groupe vinyle se forment aux dépens des chaînes propaimïqucs. Or on a 
observé que la décarboxylation biologique n’était possible que dans les sys¬ 
tèmes— CO —COOll,— CO — CH, — COOll et — Cil (Ml,)—COOll. Si 
la formule proposée pour lu lurbogluucobilbie était confirmée, il faudrait roi»>- 
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livrer les chaînes latérales oxypropanoïques île ce pigment, soit comme dos 
formes de passai entre les radicaux propanoïqncs et vinyliques, soit comme 
des précurseurs de ces deux groupements. 

Nous ne pouvons momentanément, proposer cette formule développée 
'[ne comme une hypothèse de travail, n’ayant eu à notre disposition qu’une 
trop faible quantité de pigment pour pouvoir en étudier les produits de 
dégradation. 

Ainsi, bien que l'étude de la turboglaucobiline ne permette pas d’émettre 
une formule définitive pour ce nouveau bilirubinoïde, elle donne toutefois 
un premier aperçu sur la constitution chimique des pigments biliaires des 
coquilles de Mollusques. 


ü. — Pigments biliaires des coquilles de Turbo marmoralus L . 

*) VRÉPARÂT ION 

1 0 Extraction et estérification des pigments. 

Pnc coquille (450 g. environ) de Turbo marmomlus est attaquée par de 
l’alcool inèthylique chlorhydrique ü 12 %. La liqueur alcoolique se colore 
rapidement en bleu-vert. Après 21 heures les pigments sont extraits par 
du chloroforme selon la technique décrite, antérieurement. La couche 
chloroformique décantée, puis lavée avec nue solution de carbonate de 
sodium à 5 pour 100, est finalement desséchée avec du sulfate de 9odium 
anhydre. 


2° Purification et séparation des pigments par chromatographie. 

Après filtratimi, la solution chloroformique est évaporée à sec et le résidu 
repris par un mélange à volumes égaux de chloroforme cl d’éther. La solu¬ 
tion éthêro-chloroformique est alors filtrée sur une 
colonne d’alumine, préalablement désactivée par 
lavages à l’alcool mèthylique. Le ohromatograinme 
I! st ensuite développé à l’aide de chloroforme pur. 

Pne première zone bien clair desernd le long de la 
°olonne d’alumine, suivie d’une zone principale bleu 
foncé (fig. 8). 

En haut de la colonne demeure une zone brun 
r °uge. Lorsque les zones bleues atteignent rcspecti- 
v ement le bas de la colonne, nous recueillons séparé¬ 
ment les solutions bleues qui filtrent. p )0 8 

Pe rhromatogrammo ainsi obtenu est identique à 
relui observé dans les mêmes conditions avec la solution pigmentaire de 
P Heyenfussi. Dans les deux cas nous constatons la formation de deux 
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zones bleues : l’une inférieure (zone I), ne correspondant qu’à des traces 
de pigment, l’autre supérieure (zone 11), plus importante. 

Par évaporation spontanée de la solution chloroformique correspondant 
à la zone I, nous n'obtenons qu’un produit impur, mal cristallisé, constitué 
par quelques aiguilles bleues. 

Par évaporation de la solution chloroformique correspondant à la zone 11, 
le pigment cristallise sous forme de prismes bleu foncé, réunis en houppes. 
Ce pigment est reehroin&tographié sur alumine et recristallisé dans un mélange 
de chloroforme et d’acétate d'éthyle. 

Nous obtenons ainsi quelques milligrammes de pigment cristallisé. 

b) PROPRIÉTÉS 

Le pigment, isolé des coquilles de T. murmoralus il l'état cristallisé, est 
identique à la Lirboglaucobilinc. Sa forme cristalline et scs solubilités sont 
comparables, son point de fusion pris au bloc de Maquemie est do 20r>°-20f><*. 
Le mélange des deux pigments ne montre aucun abaissement du point de 
fusion. L’identité des deux pigments a été en outre établie par une chroma¬ 
tographie mixte. Une solution chloroformique des deux pigments est addi¬ 
tionnée d’nn égal volume d'éther, puis filtrée sur une colonne d’alumine. 
Le rhromatogramme étant développé avec du chloroforme pur, une seule 
zone sc forme et descend le long de la colonne. 

Les spectres d'absorption du pigment, isolé des coquilles de T. rnarmo- 
raius, sont également semblahlcs à ceux de la turboglaucobiline. Le spectre 
d'absorption dans l’ultra-violet de la solution chloroformique présente deux 
maxiina dont les positions sont identiques à celles des maxima de la turbo¬ 
glaucobiline ; le maxima principal se situe à X 378 , le. maximum secon¬ 

daire à X 307 Mp . La courbe d'absorption dans le visible de ta solution chloro¬ 
formique neutre est également superposable à celle de la turboglaucobiline. 
La densité optique croit d’un minimum vers X PJO nij* pour passer par un 
maximum à X <M>f> m» . Le spcctro d'absorption du sel complexe de zinc, 
oxydé par l’iode, est aussi comparable à celui de la turboglaucobiline. La 
solution chloroformique, après addition d’acétate de zinc et d'iode, présente 
une coloration bleue, une intense fluorescence rouge et deux haudes d'absorp¬ 
tion, dont le maximum principal se situe à X <*3f> utp , le maximum secon¬ 
daire à X 58b m jj . 


o) CONCLUSION 

Les pigments bleus des coquilles de Turbo wmrntora/us sont comparables 
à ceux des coquilles de T. Hegenfimi. Le pigment bleu principal, obtenu 
h l’état cristallisé, présente des propriétés identiques à celles de la turbo¬ 
glaucobiline. 
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C. — Pigments biliaires des coquilles de Turbo elegans Phil. 
a) PRÉPARATION 

1° Extraction et estérification des pigments 

2 coquilles (200 gr. environ) sont immerges dans de l’alcool mèthylique 
« 12 %. Apres 24 heures les pigments sont extraits par du chloroforme selon 
la technique décrite antérieurement. La couche chloroformique, après décan¬ 
tation et lavages avec une solution de carhonate de sodium à 5 %, est finale¬ 
ment déshydratée avec du sulfate de sodium anhydre. 

2° Séparation des pigments par chromatographie. 

La solution chloroformique, après filtration, est concentrée à 5 cm* et 
additionnée d‘un égal volume d’éther. La solution éthéro-ehloroformique 
est versée sur une colonne d’alumine préalablement désactivée par lavages 
avec l’alcool inéthyliquc. Le chromatogramme, développé avec du chloro¬ 
forme pur, est identique fi celui obtenu avec une solution pigmentaire des 
coquilles de T. Regenfussi. 

I nc zone principale bleue se détach • et descend le long de la colonne 
d’alumine, précédée d’une zone bleu pâle. 

l*ar évaporation spontanée de la solution chloroformique, correspondant 
ù la zone principale, le pigment cristallise sons forme de prismes hleu foncé, 
réunis en houppes. 


b) PROPRIÉTÉS 

La quantité de pigment obtenu à l’état cristallisé étant très faible, nous 
n’avons pu effectuer qu’une chromatographie mixte et examiner les spectres 
d'absorption dans le visible. 

Une solution chloroformique du pigment cristallisé et de la turboglauco- 
hiline est additionnée d’un égal volume d'ether, puis filtrée sur une colonne 
d’alumine désactivée. Le chromatogramme est développé à l’aide de chloro¬ 
forme pur. Une seule zone sc forme et descend lentement le long de la 
colonne d’alumine. Aucune séparation des deux pigments n’étant observée, 
nous pouvons penser qu’ils sont identiques. 

La courbe d’absorption de la solution chloroformique neutre du pigment 
cristallisé est superposable à celle de la turboglaucobiline. Le maximum 
d'absorption se situe à ). 655 ni^, 

Le spectre d’absorption du sel complexe de zinc, oxydé par l’iode, est 
également comparable è celui de la turboglaucobiline, obtenu dans les mômes 
conditions. Le maximum principal so situant b ). 035 rry, le maximum 
R ceondaire à X 585 m^. 
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c) CONCLUSION 

Le chromât ogramme, obtenu avec la solution pigmentaire <1<’S coquilles 
de Turbo tltganx, rst comparable h celui observé dans les mêmes conditions 
avec les biochromes dos coquilles de T. Kegenfussi. Le pigment principal, 
cristallisé, a été identifié avec la turboglaueobilinc par une chromatographie 
mixte ; les spectres d'absorption dans le visible de ces deux pigments sont 
analogues. 


II. — PIGMENTS BILIAIRES DES HALIOTIDÉS 

Les Haliotidés sont des Mollusques Gastéropodes Prosobranebes. Leurs 
coquilles sont ovales, avec une spire courte, excentrique ; elles sont pourvues 
d’une rangée de perforations permanentes. Ces coquilles sont recherchées 
pour leur nacre. 

Mous avons examiné les pigments des coquilles bleues d7/<i/ioIi« craclte- 
rotlii Lcoch, originaires des côtes de Californie. Le matériel, étudié antérieure¬ 
ment par les divers auteurs sous le nom d 'II. californiensis Sow., est selon 
toute vraisemblance identique & II. cracherodii Leach, dont II. catijoruien- 
sis ii’esl qu’une variété peu commune. 

<0 l'UËVARATIGS 

1° Extraction et estérification des pigments 

Les diverses extractions des pigments d ’llaliolis effectuées ou cours de 
ce travail ont été conduites selon la technique suivante ; 5 coquilles d’Ilalio- 
fis crachtrodii (300 gr. environ) sont immergées pendant 12 heures dans 
4 litres d’alcool inéthylique chlorhydrique à environ 12 %. Les pigments 
sont ainsi dissous et estérifiés. Après concenl ration sous vide à environ 
1.500 cm’, la solution alcoolique bleu-vert est additionnée de 500 cm* de 
chloroforme, puis le mélange obtenu est dilué avec de l'eau distillée jusqu’à 
apparition d’un trouble blanchâtre. Une partie du chloroforme se sépare 
en une couche verte, tandis que la liqueur surnageante reste colorée en bien. 
Au cours de la neutralisation progressive de cette dernière à l'aide de bicar¬ 
bonate de sodium, des gouttelettes de chloroforme se séparent et se rassem¬ 
blent en une nouvelle couche violette. Finalement tous les pigments passent 
en solution chloroformique et la fraction aqueuse ne présente plus qu’une 
teinte vert pâle. 

Après un premier lavage à l’eau distillée, la solution chloroformique esl 
ogitéc à deux reprises avec une solution de carbonate de sodium à 5 %, puis 
de nouveau avec de l’eau distillée. 

2° Séparation de* pigment» par chromatographie. 

Après distillation du chloroforme sous vide, le résidu pigmentaire est 
repris par 50 cm* île chloroforme neutre et soe, La solulion violette obtenue 
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est fillrée sur une colonne d'alumine désactivée (ÎK) g.) qui retient les pig¬ 
ments dans sa porlion supérieure. I.a colonne est alors lavée au chloroforme 
pour éliminer les suhslmires étrangères, qui ne sont pas retenues pur l’alu¬ 
mine, puis le chromatogramine est développé à l'aide de chloroforme conte¬ 
nant 0,5 % d’alcool méthyliquc (fig. 9a). 

En premier lieu, une zone verte (zone 1) se détache de lu portion colorée 
supérieure et descend progressivement le long de la colonne d’alnminc, suivie 
d'un anneau violet rouge (zone 11). Lorsque ces deux zones colorées atlei- 


z.IV violette 
z.III brun rouge 


z.II violette 
•I verte 



Suent l’une apres l’autre le bas de la colonne, les solutions correspondantes, 
Ver te puis violette, sont recueillies au moment de leur filtration. Durant 
Ce premier développement, un anneau brun rouge (zone 111) sc forme juste 
a u-dcssous de la zone violet foncé supérieure (zone IV). 

L’emploi de chloroforme additionné de 1 % d’alcool inéthylique permet 
Un nouveau développe moi il du ehromatogiaminc (fig. 9è). La zone brun 
r ° u ge (zone III) chemine le long de lu colonne d’aluininc, tandis qu’une 
*°ne violette (zone IV) correspond au pigment principal, se détache à son 
kmr de la portion supérieure qui reste colorée en bleu (zone V). Les solutions 
“run-rouge puis violette sont recueillies lorsque les zones correspondantes 
atteignent respectivement le lias de la colonne d’alnminc. 


3° Purification des pigments. 

Piymtnt de h zone /. 

Lavée à l’eau distillée, puis concentrée b quelques cm*, la solution chloro- 
or «iique verte est t\ nouveau filtrée sur une colonne d'alumine. Du chloro* 
[j ,r nic, contenant 0,1 puis 0,2 % d’alcool méthylique, est versé sur la colonne. 

n’est que lorsque la proportion d’alcool méthylique atteint 0,5 % qu’une 
Zone verte homogène descend lentement le long de la colonne, tandis qu’une 
mincc couche violette demeure dans la portion supérieure. La solution 
v erL;, recueillie lorsque la zone colorée atteint le bas de la colonne, est 
c bromalographiqucment pure. La quantité de pigment étant trop minime 
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pour pouvoir tenter son isolement, nous n’étudierons que les propriétés de 
ses solutions, on particulier leurs spectres d’absorption, 

Pigment de la zone II. 

Ce pigment est également purifié par une nouvelle chromatographie de 
sa solution chloroformique concentrée. Après fixation du pigment, la colonne 
d’alumine est lavée avec du chloroforme, contenant des proportions crois¬ 
santes d’alcool inéthylique. Lorsque la proportion atteint 1 %, une zone 
violette nettement délimitée se forme et chemine jusqu’au bas de la colonne 
d’aluinine. Par suite de la faible teneur en pigment violet rouge de la solu¬ 
tion ainsi purifiée, nous avons dû nous contenter d’une élude qualitative. 

Pigment de ta zone III. 

Lavée à l'eau distillée puis concentrée, la solution chloroformique brun 
rouge est de nouveau passée sur une colonne d’alumine. Après adsorplion 
du pigment brun rouge, la colonne est lavée avec du chloroforme contenant 
1 puis 2 % d’alcool inéthylique, qui entraîne des traces de pigment violet. 
Le chroinatogramme est finalement développé avec, du chloroforme ren¬ 
fermant 3 % d’alcool méthylique. Une zone rouge orange se sépare et descend 
le long de la colonne précédée et suivie d’anneanx jaunes, tandis qu’un 
piginenf violet demeure à la partie supérieure. Le filtrat jaune d’or, corres¬ 
pondant A la zone rouge orange, est recueilli lorsque cette dernière atteint 
le bas de la colonne. 

Afin d’obtenir une solution pure du biochrome principal ronge orange, 
le filtrat recueilli est soumis A une dernière analyse chroinatographiquc qui 
permet, d’éliminer tonie Irarc de pigments étrangers. 

Le biochrome est finalement précipité par addition d'éther de pétrole 
à sa solution chloroformique concentrée. Dans ccs conditions nous avons 
obtenu environ 1 mg. de précipité amorphe sec. Les quelques essais de 
cristallisai ion effectués sont demeurés sanB résultat. 

Pigment de la zone IV. 

Déshydratée à l’aide de sulfate de sodium sec, puis concentrée à environ 
îi cm*, la solution chloroformique violette est additionnée de deux fois son 
volume d’éther anhydre. Le pigment principal est alors précipité par passage 
«le gaz chlorhydrique sec au sein du mélange de solvants. Séparé sous forme 
de flocons bleus amorphes, le chlorhydrate du pigment est recueilli, lavé 
A l’éther, puis dissous dans du chloroforme. 

Aprè9 lavages A l’aide d’une solution de carbonate de. sodium à 5 %, la 
solution chloroformique est de nouveau chromalographiée sur alumine 
désactivée. Le pigment violet se sépare en une zone nette, qui descend le 
long de la colonne d'alumine lorsque la proportion d'alcool méthylique, 
ajoutée au chloroforme, est de 3 %. Lorsque celle zone arrive au bas de la 
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colonne, le filtrat violet correspondant est recueilli, En haut de la colonne 
demeure une nouvelle zone résiduelle bleue, 

Réduite à quelques cm s , la solution chloroformique violette est additionnée 
d éther de pétrole, puis mise à la glacière. Le. précipité formé est recueilli, 
essoré et séché, Nous avons ainsi oblcuu environ 14 ing, de pigment amorphe, 
t'ne préparation antérieure, conduite d’une façon un peu différente, nous 
avait donné line quantité équivalente de pigment. 

b) PROPRIÉTÉS DES PIGMENTS 

1° Pigment de la zone I. 

Les solutions chloroformique ou alcoolique du pigment vert présentent 
des réactions cl des spectres d’absorption qui montrent nettement la parente 
du biochrome avec 1rs bilirnbinoïdes du groupe des verdines (voir pages 63 
et 64), eVsl-â-dire des pigments biliaires possédant trois doubles liaisons 
(bila-triènes). Cependant, bien que possédant les propriétés générales des 
verdines, ce pigment se distingue par diverses particularités, qui indiquent 
Une différence de détail dans sa constitution chimique. 

^es solutions neutres sont plus vertes que celles des esters méthyliques 
de la biliverdine ou de la turhuglaneobilinc, qui tendent vers le bleu, Avec 
I acide nitrique nitreux, clics virent, an bleu, puis an violet, au rouge et il 
frange, donnant ainsi les diverses phases du test de Gmclin, à l’exception 
de la phase jaune finale île cette réaction. Additionnées d’acétate de zinc 
(d d’iode (réaction iodo-zinrique), les solutions passent rapidement du vert 
jaune au bien ; en même temps apparaît le spectre d’absorption caractéris¬ 
tique à deux bandes des sels de zinc des bilipiirpurines, mais aucune fluores- 
c Çuce rouge ne peut être décelée, <Jette absent e do fluorescence des complexes 
fcwciqiK.* sc retrouve dans toute la série des pigments d 'H. cracherodii ; 
K cst l'une des propriétés qui distingue ces bilirubinoldes des biochronies 
d p la série bilirubinique. Des constatations similaires ont été faites par 11. Fis- 
c ‘'er (124) pour quelques dérivés synthétiques des esters méthyliques de la 
bilirubine et de la biliverdine, dont nous parlerons ultérieurement, 

OPBCTRKS d’absorption, 
a) Solutions neutres : 

l-'ullurc de la courbe <l'absorption du pigment vert dans le chloroforme 
e st entièrement comparable à celle des courbes observées avec les esters 
'■■"tbyliquos de la biliverdine IX*, tic la mésubiliverdine IX* (ou glauco- 
ùline) et de la lurboglaucobilinc. C’est ainsi que dans l'ultra-violet cette 
p unrbe présente un maximum principal à ), 402 uip et deux maxima secon¬ 
daires ù ), 322 inp et û > 27f> nip (fig. 10). Le maximum principal est 
déplacé vers les grandes longueurs d’ondea par rapport à celui da l’caler 
éthylique de la biliverdine, qui se situe à 384 nq* (fig. 4), Un tableau 
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donnant h-s positions des inaxima do la biliverdine, de la mésobilivcrdine 
(glancoliilinc) et de la copmglanruhilint; est donné ail cours do l’étude des 
propriétés de la turboglnneobilinc (voir page 73). 

Dans le visible, la courbe d’absorption du pigment vert est également 
comparable à celle de la biliverdine, mais le maximum se situe à X 702 m^ au 
lieu de X 665 pour la biliverdine (fig. 10), C’est la première fois qu’il nous 



est donné de constater un décalage aussi sensible des inaxima d’absorption 
vers les grandes longueurs d'ondes chez un pigmpnt du groupe desverdines. 
11 est à noter également que les inaxima des solutions chloroformique on 
alcoolique du pigment vert dans le visible sont identiques ; or, comme 
nous le verrons ultérieurement, la polarité du solvant exerce une influence 
marquée sur les positions des maxiiua du pigment brun ronge de la zone III. 

b) Solutions acides ; 

Après addition de quelques gouttes d’alcool métliylique chlorhydrique, 
la solution chloroformique vert vif présente une courbe d’absorption dont 
le maximum se situe à X 655 m^ (fig. 10) ; or, dans le cas des verdines un 
décalage inverse sc produit, le maximum étant A X 675 pour la bili* 
vmliue acide. 

<:) Sets complexes de zinc ; 

Lorsque quelques gouttes d’une liqueur alcoolique d’acétate de zinc à 
1 0/0 sont versées dans la solution chloroformique neutre, la teinte de 
celle-ci vire au jaune vert et le maximum d’absorption passe A X 755 in^, 

Si nous ajoutons ensuite une ou deux gouttes d’une solution alcoolique 
d'iode à 1 0/0, la teinte passe progressivement au vert puis au bleu ; en 
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même temps apparaît le spectre caractéristique à deux bandes des sels 
de zinc dc9 bilipurpurines, le maximum principal étant à X 665 et le 
maximum secondaire à X 615 m^ (fig. 11). Dans des conditions identiques, 
l’ester méthylique de la biliverdine préscnLe 
u n maximum principal à ). 640 m^ et un 
maximum secondaire à X 590 m^ . 

Dans le cas de la biliverdine apparaît égale¬ 
ment une intense fluorescence rouge •, avec le 
pigment vert d ’llaliotis cracherodii aucune fluo¬ 
rescence n’est visihle. 

Ainsi le pigment vert d’//, cracherodii pré¬ 
sente de nombreuses analogies avec les verdines, 
mais des différences notables dans les positions 
des maxiina d’absorption et l’absence de fluo¬ 
rescence du complexe zincique oxydé montrent 
que ce biochrome possède une constitution 
quelque peu différente des autres bilirubinoïdes 
& structure bila-triène (voir page 64). 

Signalons qu’au cours d’une éLude succincte 
des pigments d'Hnliolis rufescens, nous avons 
séparé par chromatographie sur alumine un 
pigment vert, dû y une oxydation partielle du bioehronic rouge des coquil¬ 
les en milieu alcoolique acide. Les solutions de ce pigment donnent, avec 
I seide nitrique nitreux, les phases bleue, violette, rouge et orange du tesL 



d‘»cétatc de zinc et d'iode. 



Fia. 12. — Courte d'absorption d’un pigmect vert i'Hatiotit ruftteent, 


de Ginelin. Additionnées d’acctate de zinc et d’iode, elles passent au bleu- 
yert p U i s tm bleu, mais ne montrent aucune fluorescence rouge {réaction 
,w dozineique). La courbe d’absorption en milieu chloroformique, présente 
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dans l'iiltra-violel un maximum principal à X 395 m^ et deux maximo 
secondaires à >, 315 mp et à \ 272 uip. ; le maximum dans le visible se situe 
à X 685 mp (fig. 12). 

Les propriétés de ce pigment sont donc comparables à celles du biochronio 
vert d’il, crachevodii ; cependant ces deux bilirnbinoïdes ne sont pas iden¬ 
tiques, car leur comportement ehromatographique est différent, le pigment 
vert d’il, rufeurrns ne pouvant être détaché de la partie supérieure de In 
colonne d'alumine qu’à l’aide de chloroforme contenant 5 % d’alcool mélhy- 
liqne. tJette élude préliminaire, dont nous reparlerons ou cours de l'étude 
du pigmenl jaune orange de lu jeune III, devait être signalée., ear elle indique 
une parenté probable entre les pigments d’//, ritfencrn* et. d it. tracherodii. 

HÊ DUCTION. 

Afin de savoir sj le pigment vert de la zone I devait être considéré comme 
un produit d’oxydation du biochrome jaune orange de la zone 111, nous 
l’avons réduit à l’aide d'hydrosulfite de sodium pour passer du stade verdinc 
à celui de rubine (voir page 64). 

Agitée avec de l'hydrosulfite de sodium en poudre et quelques cm* d’eau 
distillée, la solution chloroformique acide, vert vif, devient rapidement 
vert, jaune, puis jaune orange. Lavée à beau dislilléc puis avec du carbonate 
de sodium à 5 %, la solution chloroformique jaune orange est examinée an 
speelropholomêtre de licckman, puis versée sur une colonne d'alumine. 
Les pigments étant absorbés à la partie supérieure de la colonne, cette der¬ 
nière est lavée avec du chloroforme, contenant des proportions croissantes 
d'alcool inélhyliquc, Quand la proportion d'alcool est de 1 %,une zone verte, 
correspondant, au pigment non réduit, se détache puis s'élimine à travers 
la colonne ; lorsque la quantité d’alcool atteint 3 %, le pigment encore fixé 
à la partie supérieure se rassemble en une zone orange unique qui chemine 
peu à peu jusqu’au bas de la colonne ; le filtrat jaune d'or correspondant 
à cette zone, est alors recueilli. 

Pour essayer d’établir l’identité de ce pigment jaune orange avec celui 
de la zone 111, nous avons toul d’abord examiné les spectres d’absorption 
des solutions chloroformique et alcoolique, puis procédé à une chromato¬ 
graphie mixte de ccs deux biochromes. 

t'nc particularité intéressante du pigment de la zone 111 réside dans les 
modifications notables que subissent les spectres d'absorption quand la 
polarité du solvant, varie. f J’cst ainsi que le maximum d'absorption qui se 
situe à ), -140 m^ en milieu chloroformique passe à ), 1!>5 mp, quand le solvant 
utilisé est de l’alcool absolu. 

l'n décalage analogue des inaxima d’absorption se produit avec le pigment 
jaune orange provenant de la réduction de hinchroim 1 vert quand le solvant 
Vil rie. I.examen spectroscopique «les solutions chloroformique et alcoolique 
avant chromatographie donne des courbes d’absorption dont les inaxima 
sont identiques à ceux du pigmenl 11 ( (). 410 m^ dans le chloroforme cl 
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X 495 mji pii milieu alcoolique), Par contre, la solution chloroformique 
jaune d'or du pigment chromatographie présente un maximum dont la 
position est quelque peu différente du biochrome de la zone 111 (X 452 m^ 
au lieu de / 440 in^ ) cependant en milieu alcoolique le maximum se situe 
toujours à X 493 mg. 

Après avoir filtré le mélange des solutions chloroformiques jaunes de» 
deux pigments sur une colonne d'alumine (qui fixe les biochromes dans sa 
partie supérieure), du chloroforme, contenant des proportions croissantes 
d’alcool ni éthylique, est peu à peu verse sur la colonne. Lorsque la propor- 
lion d“alcool atteint 3 %, une zone unique se forme et descend le long «le la 
Colonne ; cependant la teinte de cette zone, orange dans le haut, plus rouge 
Vfl 's le bas, n‘étant pas uniforme, aucune conclusion ne peut être réellement 
déduite de cet essai. 

Ainsi, bien que l'identité de ces deux pigments jaune orange soit probable, 
1rs essais effectués n’ont pu l'établir avec certitude. 


2° Pigment de la zone II. 

Les propriétés du pigment violet de la zone II sont comparables à celles 
du bioeliroine de la zone IV, auquel nous avons donné le nom d’halioti- 
v u>Iine. Il s'agit vraisemblablement de deux pigments isomères, que seule 
l analyse ehromatographique permet de différencier. Cependant, alors que 
k biochrome de la zone IV constitue le pig- 
•nent principal des coquilles d 'llaliolis, celui 
dr la zone II n’existe qu’en très faible quan- 
Id-é, Les essais de chromatographie mixte sur 
a lumine montrent qu’il s’agit de deux pig¬ 
ments différents, bien que leurs réactions et o ,7 
•eurs spectres d’absorption soient identiques, 

Les solutions neutres rouge violet devien- 
n ent bleu indigo après addition d’acèlatc de Q 5 
Z1 uc, et bleues ou bleu vert par acidification. * 

Avec l’acide nitrique nitreux, elles passent, du 
bleu an violet et au rouge, sans donner les 
a ulres phases de la réaelicm de Ginelin. Copen- 0,3 
danl, agitée avec de l’hydrosulfite de sodium 
,; t d,. IVau distillée, la solution chloroformi- 
Hiie, devenue jaune orange, donne avec l’acide 
Citrique nitreux les phases bleue, violette, 
rouge cl orange du tesl de Giueliu. 

Les courbes d'absorption dans le visible des 
s °lutions chloroformiques neutre et acide ont 

'l fs uiaxima situés respectivement à ). 500 uip et à À 023 uip . ridle du 
complexe zineique ayant nu maximum A X 600 nij* (fig. 13). 



Pm, 13. — Courbe* d'alworption 
du pigment violet, (—) en solu¬ 
tion neutre, en solution 

acide, (- • -) sel complexe de 
Zinc. 
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Ces courbes sont superposables à celles de l’haliotivioline, Par les cou¬ 
leurs de ses solutions, le pigment de la atone 11 s’apparente aux bilirubinoïdes 
qui, comme la mésobilivioline, ont une structure bila-diène (a, b) (voir 
page 04). Cependant, de même que l’haliotiviolinc, il se différencie des autres 
violines par l’absence de fluorescence de son complexe zinciquc. Par réduc¬ 
tion de ce pigment ù l’aide de poudre de zinc en milieu acétique, il est toute¬ 
fois possible d’oblcnir des produits fluorescents ; la solution acétique bleue, 
devenue brun rouge puis jaune pfde, redevient, après séparation de la poudre 
de zinc et agitation à l’air, brun rouge puis violette ; elle présente alors une 
intense fluoreseenee rouge, 

Les réactions indiquées pour le pigment violet de la zone II sonL ana¬ 
lysées en déLail dans l’étude de l'haliolivioline. 

3° Pigment de la zone III. 

Les solutions chloroformiques du pigment de la zone 111 sont rouge orange 
ou jaune d’or suivant leur concentration en biochrome ; les solutions alcoo¬ 
liques sont brun rouge lerne, Cç changement de la teinte des solutions, sni- 
vanl la polarilé du solvanl, s’accompagne de modifications spectroscopiques. 

Avec l’acide nitrique nilreux les solutions de ce pigment passent du jaune 
an vert, puis au bleu, au violet, au rouge et à l’orange, ('.es diverses phases 
colorées sont identiques à relies données dans les mêmes conditions par les 
pigmeiils biliaire», du groupe des nibines (bilirubine par exemple) ; cepen¬ 
dant la phase jaune finale du lest de Gmelin fait défaut. 

Aildiliomiée d’aeétale de zinc et d’iode, la solution chloroformique jaune 
d’or vire progressivement au vert, puis au bleu (réaction iodozincique). 
dette dernière solution présente la couleur et le spectre caractéristique ft 
deux bandes d’absorption des purpurines, mais ne montre pas la fluores¬ 
cence ronge des complexes zinciqnrs de res hiliruhinoTdes. Cette absence de 
fluorescence, déjà signalée lors de l’étude du pigment vert d« la zone I, 
esl particulière à la série des bioebrouies des coquilles d 'II. cracherodii. 
Elle a également été signalée par H. Fischer pour divers dérivés synthé¬ 
tiques de la bilirubine ; e’esL ainsi que les esters mêlhyliqncs des bilirubines 



dont les groupements — OH en position 1’ ou 8’ sont remplacés par des mél ho- 
xyle — OCM, (124;., ainsi que ceux des bilirubines dont le carbone en b est 
lié à un noyau benzcniqiic ( —Oïl —- an lieu de — 011, —) donnent 

0,11g 

avec Farci ale de zinc el l’iode des Hululions lion fluorescentes. 
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Lus solutions acides du pigment jaune orange de la zone III deviennent 
rapidement vertes par oxydation à Pair ; par contre, les solutions neutres 
sont relativement stables à l'obscurité. 

Spectres d'absorption. 

I>'s solutions de ce pigment présentent des particularités spectroscopiques 
•aractéristiques. En effet, suivant la polarité du solvant, les couleurs des 
solutions sont, sensiblement différentes et les spectres présentent un déplace¬ 
ment important des bandes d’absorption. Des modifications comparables 
oe couleurs et de spectres ont déjà été signalées chez les caroténoïdes possé- 
u«c fonction céloniqnc en conjugaison avec une chaîne ayant plusieurs 
doubles liaisons (rhodoxanlhine) (125), De telles modifications de spectres 
a avaient pas encore été signalées dans la série des pigments biliaires ; elles 
ne sont d’ailleurs sensibles qu’avec le pigment orange de la zone III, ce qui 
semble indiquer que la présence d’un carbone saturé au pont b est néces- 
saire. Os modifications sont ducs, selon toule vraisemblance, ù la présence 
dans les chaînes latérales de groupements céloniques pouvant s’énoliser. 
• nus reviendrons ultérieurement sur cette question, ail cours de l'inlcr- 
PyHalinn générale de nos observations sur les propriétés des pigments 
d U, cracherodii. 



^ r °. 1|. — Courbe d'absorption du pigment jaune oraugo dans un mélange do chlorofuime 
et d’alcool mcthyliqui'. 

•Miaou,»* nu Mviivx, Zoologie, (. V. T 


Source Mt JHN. Paris 










K. TIXIKR 


a) Solutions neutres . 

La solution ja«uo d’or recueillie lors tic la chromatographie du pigment 
prcacnle dans l'ultra-violet une bande d’absorption à X 285 mj* cl dans le 
visible deux bondes d’égale intensité, dont les inaxinia sc situent à X 442 mp 
el U X t80 utj* (lig. 14}. I^a présencp de deux bandes d’absorplion dans le 
visible csl diu ail fait que le solvant csl un mélange de rhlorttformc et d’alcool 
mélhylique. En ofTol. la sttlution jaune d’or, obtenue en dissolvant 250 y 
de pigment dans 10 cm* de chloroforme, possède une courbe d’absorption 
io> présentant plus que deux inaxima, l’un à X 270 , l’autre à X 440 m^ 

(e sp = 20), cependant une inflexion subsiste à X 475 m^, De même la 
solution alcoolique brun rouge, de concentration identique, montre deux 



F<u. 1S. — Courbe d'absorption du pigment jaune orange (—) dans le chloroforme, (- • -) 
dans l'alcool absolu, 


maxiina l’un A X 300 ny et l’autre à X495 nry ( e sp = 2<»), ainsi qu’un acci- 
déni h X 445 n<(* (fig. 15). 

Ainsi, suivant le s«lvant employé, les positions des maxiina varient. ; il 
sullil d’ailleurs de diluer la solution chloroformique avec de l’alcool absolu 
pour provoquer un alTaildisseincnl de la bande à X 410 el le développe¬ 
ment de la bande è X 495 ', l’addition de chloroforme à la solution alcoo¬ 

lique provoque In phénomène inverse. Il semble exister «n élat d’équilibre 
entre deux structures chimiques différentes, probablement entre une. fonc¬ 
tion rélnnupa 1 el sa forme énolique. 

L’ênolisalimi d'une fonction cétonique eu présence d'uu solvant polaire 
«‘«trahie la formation d’une double liaison entre deux atomes de rarbone. 
Or, la présence de doubles liaisons dans les chaînes lalOrales des pigments 
biliaires provoque uu décalage des bandes d’absorplion vers les grandes 
longueurs d'ondes ; le déplacement vers le rouge des maxiina d'absorption 
du pigment jaune orange en milieu alcoolique s'expliquerait ainsi par l’sppa- 
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•ilion de doubles liaisons, due à l’énolisation d’une ou de plusieurs fondions 
cétoniques, contenues dans des rhaînes latérales. Notons que le maximum 
de la solution chloroformique du pigment de la xone 111 se situe dans la 
meme région du spectre que celui de la bilirubine (maximum vers X 450 m^). 

b) Solutions acides : 

Additionnée de deux gouttes d’alcool méthylique chlorhydrique, la solu¬ 
tion chloroformique jaune d’or passe au jaune vert, mais ne présente pas 
de modification spectroscopique sensible. La courbe d’absorption dans le 
visible possède un maximum à X 4*40 m^ et une inflexion à X 480 m^ ; en 



°utrc apparaît une nouvelle bande à X 612 niu due h la préscticc du pigment 
(fig. 16}. 

L<a solution alcoolique aeidiliéc présente un verdissement plus intense, 
n,i *is son spectre d’absorption reste comparable à celui de la liqueur neutre, 
maximum principal se situant à X 49f> iiij*. La présence d’une bande 
d absorption à X 630 m^ est due à l’oxydation partielle du pigment en ver* 
dinc (fig. 10) (voir page 64). 

c) Sels de zinc ; 

Après addition de quelques gouttes d’une liqueur alcoolique d’acétate de 
*mc à | <y o> i a solution jaune d’or, provenant directement dp la chroma¬ 
tographie, passe ail ronge cerise. Elle présente trois bandes d'absorption 
dont les maxiina se situent respectivement à ), 460 m^, X IUT» m^ et X 535 
[% 17). Le solvant employé au cours de la chromatographie étant un mé- 
an ge. «le chloroforme et d’alcool, le spectre obtenu correspond h une super¬ 
position des bandes d'absorption observées soit avec le chloroforme pur, soit 
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aviic l’alcool absolu. En eflcl,le spectre du complexe linéique en solution 
chloroformique est caractérisé par deux bandes, l'une principale à X 460 mp t 



Fin. 17. — Courbe d’*bsorption du pigment jaune orange dan* un mélange de chloroforme 
et d’alcool inéthylique apré* addition d’acétate de ïinc. 


l’autre secondaire à X >>32 Par cimlrr, en milieu alcoolique, le inoxinutin 
principal se situe à X 400 m^ et le maximum secondaire à X *>3ü in^ (fig. 18). 
Ainsi l’influence du solvant sur les spectres du pigment de la zone III sc 



manifeste aussi bien en milieu neutre ou acide qu’en présence du complexe 
zinciquc. Signalons que A. Comfoht a fait paraître récemment (123' une 
note succincte sur un pigment juiiue îles coquilles (VU. crnchtrodii ; ce 
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biochrome, isolé par chromatographie sur loir, montre certaines analogies 
spectroscopiques avec noire produit jaune orange, dont, il s« dislingue 
cependant par la fluorescence orange de sun complexe zincique. 

Additionnée de quelques gouttes d’une solution alcoolique d'iode à 1 %, 
le liqueur alcoolique du complexe zincique devient verte puis bleue. Elle 
présente le spectre caractéristique à deux bandes des sels de zinc des purpu¬ 
rines, l'une principale à a Mm nij* , l’autre plus faible à ). 61 o nij* (flg. 19). 
I> spectre est identique à relui, observé dans les méiues conditions, avec le 
pigment verl de la zone I ; aiieime fluorescence n’esl visible en lumière 
ultra-violette, («tte identité des spectres est en laveur de la filiation de ces 
deux bilirubinoïdcs. 




Fin, ifl, — Courbe d'absorption du 
pigment jsuno orange aprSi Addition 
d'acétate de zinc et «l'iode. 


Fig. 20. — Courbes d’absorption du pigment 
jaune orange d 'H. rufeêccnt, (—) aolution 
chloroformique neutre, -. -) solution 
cbloroformiquo acide, (- - -) ael do zinc. 


Dans une recherche fragmentaire sur les pigments d'Haliolix rufeserns, 
n «us avons isolé par chromatographie sur alumine un pigment verl, dont 
«nus avons parlé antérieurement, et un biochrome jaune orange. La solu¬ 
tion chloroformique de ce dernier est. jaune d’or ; elle montre les mêmes 
phases colorées de la réaction de Giuelin que le pigment «le la zone 111. 
Avec l’acétate de zinc et l’iode, elle donne également une liqueur bleue non 
fluorescente. Les courbes d'absorption des solutions chloroformiques neutre 
acide présentent lin maximum J. 410 in^ cl une inflexion vers ). 480 m^ 
(fig. 20). Le maximum du complexe zincique se situe à ), 400 mjx. Celle étude 
préliminaire permet de déceler de grandes analogies entre les pigments 
jaune orange d*//. mfesreiu et d7/. cracherodit. 


1° Pigment de la zone IV. 

Ayant séparé ce pigment par chromatographie, puis par précipitation 
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sous forme de chlorhydrate, l’ayant à nouveau chromatographié puis pré¬ 
cipité par l'éther de pétrole, nous pensons l’avoir obtenu à l’état pur et nous 
proposons de lui donner le nom d’HALioTivioLiNE. Signalons que certains 
pigments biliaires, par exemple la bilifoscine et la mésobilifuscine, n'ont 
pu être ni isolés, ni synthétisés à 1 Vint cristallisé. 

L’haliotivioline, isolée sous forme d’ester méthylique, est très soluble 
dans l’alcool méthylique et le chloroforme, peu soluble dans l’éther, inso¬ 
luble dans l’éther de pétrole, ('.es solubilités sont comparables à celles des 
esters méthyliques des pigments biliaires. 

Les analyses élémentaires, effectuées, les unes à Oxford, les autres à 
Zurich, sur des produits provenant de deux préparations différentes, ont 
fourni les résultats suivants : 

1° pour G et 11 : 


Prise d’essai 

H,0 

CO, 

en mg. 

en mg. 

en mg. 

3,745 

2,180 

8,370 

3,816 

2,050 

8,466 


C % H % 

60,96 6,5 

GO,54 6,01 


2° pour N : ' 


Prise d’essai 

Volume d'N N % 

en ing, 

en cm 5 

3,281 

0,219 7,35 

Les chiffres trouvés C % : 

60,96 et 60,54 ; H % 6.5 et 6,01 ; N % 7,35 


s’accordent avec les formules : 

r ’’ 38 11 44 °l* !S 4 - palrulé : G % 60,93 ; H %5,92 ; N % 7,48 ; 

G M U lg O M .N 4 , calculé : G % 60,77 ; II % 6,18 ; N % 7,46 ; 

< : ss" 4 « 0 ii\. filleule : G % 00.0] ; II %6,43 ; \ % 7,44 ; 

< '*#1 I 4s 0 i*N4.i'“lci'l'’’ %B1J» ;H %6,08 ; N %7,34 ; 

<: M ll„Oi t .\ 4 , calculé : G % 61,23 ; Il % 6,33 ; N" % 7,32. 

Lr dusage des groupements niéthoxyle, effectué sur une prise de 1,093 mg., 
donne line teneur de 11,87 %. O dosage indique la présenee de. trois groupes 
earboxyliques dans I ’bnliotivioline. Cependant nous pensons que la teneur 
trouvée est trop faible et nous accordons plus de crédit é l’analyse chro- 
matographique sur papier qui indique la présence de quatre groupements 
earboxyliques. 

Les formules sont voisines de celle de l’ester méthylique d’une ooprnmé- 
sohilivioline : C M lI 48 i) 1() !\ 4 \ elles s'en distinguent cependant par la pré¬ 
sence de 12 atomes d’oxygène au Heu do 10 polir une copromésobilivioline. 

Afin de savoir si l’haliotivioline avait bien une constitution tétrapyrro- 
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liqne, no»9 avons essayé d’en déterminer le poids moléculaire selon le pro¬ 
cédé de K. Rasl, en employant la technique suivante : 0,02 mg. de pigment 
et 9,07 mg. de camphre sont poses à la microbalanee dans un tube de 3 mm. 
•le large et de 20 mtn. de long ; après avoir été scellé, le tube, fixé à l'extré¬ 
mité d’un agitaieur, es] plongé entièrement dans un bain d'huile h ISO 0 , 



K H 

Copromésobitivioline I. 


puis agité par rotation de façon à homogénéiser le mélange fondu ; après 
ndroidissement, le tube est ouvert, puis le mélange introduil dans des tubes 
(< apillaires, à l’intérieur desquels il se répartit sous forme de fins copeaux ; 
les tubes capillaires scellés sont prêts pour l’examen du point de fusion, 
bu mélange fondu étant trop adoré pour pouvoir déterminer le point de 
hision par transparence, nous avons noté l’instant où le mélange eommenre 
*■ couler le long des parois ( 17I°r>) et le moment oii tout le liquide se rassem¬ 
ble an fond du tubr capillaire (172°). L'abaissement dr température observé 
entre le point do fusion du camphre utilisé {17G°Ti) et celui du mélange est 
’ oinpris entre 4°T> et 9°, ce qui indique que le poids moléculaire de l’halio- 
livinline se situe entre 720 et 800. Ces chiffres sont en accord avec les for¬ 
mules proposées : calculé pnnr (j 3e H 48 0j,N 4 : 750, et pour : 704. 

Les teneurs en fc, H et N de Phaliotivioüne sont voisines île celles trouvées 
pour la luibuglaurobilim* : C % 09,40 et 59,72 ; H % 0,22 et 0,31 ; N % 7,52. 
t.cs deux pigments piissisdent 12 on 13 atomes d’oxygène dans leur inolé- 
C ulc et semblent appartenir, non à une même série, mais à deux familles 
v oisiues de bilirnbinoïdes. En effet, alors qur. la turlingluurobiline possède 
I ont es les propriétés des pigments biliaires, ayant une structure bila-triène, 
l’haliotivioline et les autres biochromes d‘/f, vrnehtrodi i se distinguent net- 
l°rncnt des antres hilirubinnïdes connus. 

Les solutions neutres de l’holiutiviolinc sunt rougi* violet, ses solutions 
a, ‘'dos bleues ; elles ne présentent les unes et les autres aucune fluorescence 
nc Ue en lumière ultra-violette. Le pigment est partiellement enlevé à sa 
s °hilion chloroformique par les acides dilués ; eo phénomène, également 
observé aven h*» pigments des coquilles de Turbo , ne se produit pas avec les 
Wuchromes de la série hilirubinique. 

Avec l’acide nitrique nitreux, la solution chloroformique acide bleue vire 
au viulct et nu rouge ; elle ni* donne pas les phases ultérieures orange et 
Jaune de la réaction île Omclin. 

Additionnée d’acétate du zinc, lu solidion chloroformique neutre passe au 
bleu indigo, mais elle ne montre aucune fluorescence on lumière ullra-vio- 
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Ictle. Celle absente de fluorescence, commune à Ions les pigments d'il, cra- 
cherodii, distingue l'haliotivioline des bilirubinoïdes du groupe des violincs, 
dont les sels de zinc présentent une intense fluorescence rouge. Cependant, 
ainsi <|ue nous le verrons ultérieurement, l’étude des produits d’oxydation 
et de réduction de l’haliotivioline confirme la nature létrapyrroliqnc el la 
structure bila-diéne (a, b) de cc pigment (voir page 64). 

SPKCTIIES D’.VnSOIlPTION. 

a) Solations tien 1res : 

L’examen an speclrophotoinètre de Beckinan d’une solution d'halioti- 
violine (17 y par cm*) dans l’alcool absolu montre l’existence de trois bandes 



Fio. 21. — Courbes d’absorption de rhallctivfolinc, (—) dans l’alcool absolu. 

{• - -) dans lo chloroforme. 

d'absorption dans l'ullra-violet (fig, 21). Le maximum de la bande princi¬ 
pale se situe à /. 240 m^ (esp — 33) et les maxiina des deux bandes secon¬ 
daires à /. 270 my. (e sp = 23) et à /. 300 ni|* (g sp =■ 24). La solution chlo¬ 
roformique présente également une bande principale à /. 245 m^ (*sp - 30), 
mais une seule bande secondaire à /. 305 nq* U sp — 21) (lig. 21). 

Les maxiina des courbes d’absorption dans le visible se trouvent respec¬ 
tivement à ). 560 niji (e sp = 53) pour la solution alcoolique et à ). 555 m^ 
(s sp = 47) en milieu chloroformique (fig. 21). Happelons que le coelli- 

cicnt d’extinction spécifique est calculé d’après la formule ; ; sp = —- 3, 

cd 

où c est la concentration de pigment en grammes par litre, d l'épaisseur de 
la cuve et 3 la densité optique. 

b) Solutions acides : 

Le précipité du chlorhydrate d'haliotivioline, obtenu par passage de gaï 
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chlorhydrique sef dans un mélange de chloroforme t:l d’éther, «si lavé à 
à l’élher puis séché sous vide, Ses solutions (9 y par cm*) alcoolique bleue 
chloroformique bleu-vert ne présentent aucune bande d’absorption carac¬ 
téristique dans l’ultra-violct, mais seulement des inflexions vers X 280 m(j. 
<*t X310 nip, ou X 320 m^ (fig. 22). Dans le visible les courbes d’absorption, 
identiques par les deux solvants (alcool et chloroforme), montrent un maxi¬ 
mum à X G25 mp (e sp « 52 et 50) (lïg. 22), 



Fig. 22. — Courb<« d'absorption du clilnrbydrutr Fig, 23, ■— Courbe d'ubsorption 
do l’baliotivioline, (—) dans le chloroforme, du complexe zluciquo do l'h»- 

{- - -) dan» l’alcool absolu. liotivioline. 


c) Sel complexe de zinc \ 

quelques gouttes d’une liqueur alcoolique d’acélalc de zinc à 1 % 
s °nt ajoutées à la solution chloroformique neutre, celte dernière vire au 
bleu indigo el présente alors dans le visible line eourlie d’absorption dont 
fe maximum se situe à >. G03 m^ (fig. 23). 

Les caractéristiques de la niésobilivioline 83] et de l’haliotivioline sont 
données dans le tableau suivant : 


Composé 

Niésobilivioline 

* (chlorhydrate) 

* (sel de zinc) 

Haliotivioline 

* (chlorhydrate) 

* (sel de zinc) 


Solvant 

Couleur 

Max. d’absorption 

chloroforme 

violet-rouge 

X 570 ny 

chloroforme 

hlcu 

), G07 ni|t 

niélhanol 

bleu (flno, ronge) 

X 625 

X 575 mp. 

chloroforme 

violet-rouge 

). 560 mp 

chloroforme 

bleu-vert 

X 625 rrijji 

chloroforme 

bleu indigo 
(pas de fluo.) 

X 603 mjt 
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Los bandes d’absorption do ros deux pigments se situent dans les mômes 
régions du spectre ; cependant, alors que les maxima des complexes zineiques 
de l’haliotivioline et de la mésobilivioline se trouvent respectivement à 
). 003 m^ et X025 nip, ceux des solutions acides sont inversement h }. fi2F>mp 
pour le premier de ces pigments et A ?. 007 m^ pour |e second. 

Oxydation. 

Le fait que le pigment principal d'IIaliolis cracherodii ne donnait pas une 
réaction de Gmelin typique a été invoqué par A. Comfort (122) pour justi¬ 
fier la nature indigotiqnc de ce biochrome, le produit final de la réaction 
présentant un spectre comparable à celui de l’uroroséine. En réalité, cette 



H h 

Méaoblliviolint lX a . 


observation ne peut être invoquée contre la nature lêtrapyiToljqnc de l’balio- 
tjviolinr, car les bilirubinoïdes du groupe, des violines ne donnent pas la 
réaction de Gmelin. n'est ainsi que la mésobilivioline s’oxyde en oxo-uro- 
biline, dont les propriétés sont eoinparuhles à celles de l’urobiline (couleurs 
des solutions, spectres, fluorescence verte du complexe xincique) (831. 



Additionnées d’acide nitrique, les solutions d’haliotivioline virent an 
violet, puis au rouge. Après neutralisation, ces solutions, devenues oranges, 
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donnent avec l'acétate de zinc un complexe rouge cerise non fluorescent. 
Ainsi que nous l'avons déjà signalé, l’absence de fluorescence des sels com¬ 
plexes est particulière à cette série de pigments. 

La solnlion acide rouge présente une courbe d’absorption dont le maximum 
s c siliift à \ 530 nijx (fig, 24). Cette courbe est comparable à celle donnée 
par A. Comi-'OHt (122) pour le dérivé rouge du pigment d ‘Ilaliolis, elle est 
différente de celle établie par W, R. Fearon et W. A, Boggust (126) pour 
le sulfate d’uroroséine (maximum principal à X 484 ni^ct maximum secon¬ 
daire à X 535 (fig. 25). En outre 1‘uroroséine ne donne pas de complexe 
ïinciquc et scs propriétés générales sont nettement différentes de celles des 
pigments biliaires. Il nous semble avculureux d’attribuer une structure 
Wdigoliqne au pigment principal d’il, crachtrodii en se basant uniquement 
Bur quelques vagues analogies de spectres, alors que toutes les propriétés 
de ce pigment sont en accord avee une stnietnrc tétrapyrrolique. 11 nous 
paraît plus vraisemblable d’assimiler le produit d’oxydation rouge de l’halio- 
U viol inc à une oxo-urobiline, malgré l’absence de fluorescence du complexe 
zinciquc. 


Réduction. 

1° Réduction avec l'hydrosulfUe de sodium : 

Cette réduction, qui conduit A un pigment jaune orange, identique à 
Mni d t . | a 

zone 11 f, apporte une nouvelle preuve de la nature tétrapyrrolique 
de l’haliotivioliiie. 

Agitée avee de l’hydrosulfile de sodium cl de l’eau distillée, la solution 
'■hloroformiqur bleu-vert du chlorhydrale d’haliotiviolinc vire rapidement 
au jaune-vert, puis an jaune orange. Après décantation, la couche chloro¬ 
formique est lavée A l’eau distillée, puis avec une liqueur alcaline décinor- 
^nle. Elle est ensuite filtrée sur une colonne d’alumine, qui fixe les pigments 
dans sa portion supérieure. Lorsque la proportion H’alcnol méthylique, 
ajoutée au chloroforme, est do 3 %, une zone rouge orange principale se 
détache et descend, tandis qnc le pigment violet, non transformé, reste 
bxé e n | lau t ,| ( , j a colonne, la solution jaune d’or, qui filtre, est recueillie, 
puis distillée sous vide. 

La solution alcoolique du résidu d’évaporation est d’une teinte brun 
rf »Uge terne ; la solution chloroformique concentrée est rouge orange, diluée 
aile devient jaune d’or. 

Avec l'acide nitrique nitreux, les solutions passent du jaune au vert, 
Puis au bleu, au violet, au rouge et A l’orange, donnant ainsi les mêmes 
phases colorées du test de Gmcliu que le pigment de la zone 111. 

Additionnée d’acétate de zinc et d’iode, la solution chloroformique jaune 
d or vire progressivement an vert, puis au bleu, Bien que présentant la 
''ouleur et le spectre A deux bandes des complexes zinciques des purpurines, 
c °tle liqueur ne montre aucune fluorescence rouge, Cette absence de lino* 
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rescenec au cours «le la réaction iodo-zimiquc a déjà été signalée pour le 
pigment jaune orange de la zone III et pour le biochromc vert de la zone I. 
Par acidification la liqueur bleue devient violette, montrant ainsi la couleur 
des solutions acides des purpurines (phase violette de la réaction de Gmelin). 


Speclres d'absorption : 

Les solutions de ce pigment jaune orange montrent des modifications 
speclrosropiques identiques à celles observées avec le bioehromo de la 
zone III, quand la polarité du solvant varie. CVst ainsi que la solution chloro¬ 
formique jaune d'or possède une bande principale dont le maximum sc 
situe à X 440 et une inflexion à ). 480 m,* (fig. 26), tandis que la courbe 
d’absorption du pigment dans l’alcool absolu montre un maximum à ). 495 mg 
et seulement un accident à X 445 mg (fig. 20). 



Fin, 20. — Courbes it olworpüon 
du pigment jaune orange, pro¬ 
venant do la réduction do î’iia- 
liotlviolinc, (—) dan* lo cldo- 
loformo, (- - -) dans l’alcool. 


Fia. 27. — Courbe» d'absorption du pigment 
jaune orange, provenant de 1a réduction do 
riialiotiviolinc i solution* acide» (—) chlo¬ 
roformique, (• ■ -) alcoolique. 


Le spectres des solutions acides jaune-vert sont comparables à ceux 
obtenus en milieu neutre: les maxima des courbes d’absorplion se situant 
respectivement à X 440 nig pour la liqueur chloroformique et à X 495 mg 
quand h; solvant est de l’alcool absolu (fig. 27). L'amorce d’une nouvelle 
bande dans la région rouge du spectre est due à la formation du pigment vert. 

Les changements île coloration et de spectres, provoqués par l’addition 
d'acétate tic zinc aux solutions neutres de ec pigment, sont identiques à 
ceux obtenus dans les mêmes conditions avec le liiochrome de la zone IIP 
Les maxima des courbes d’absorption se situent respect i veinent à X 460 mg H 
X 530 mgpour la solution rliloroformique et à X 490 et X 535 nigen 
milieu alcoolique (fig. 28). L'addition d’une goutte d’alcool méthylique aux 
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Solution» «in complexe zineique provoque le virage de la teinte ronge au 
jaiino-verl avec apparition des spectres des liqueurs acides. 

La réarlion iodo-zineique donne des résultats également idenliques à 
l'eux observés avec le pigment de la zone III: passage progressif de la teinte 
r °uge au vert e.t au bleu, apparition d’un spectre caractérisé par les deux 
bandes d'absorption des complexes zineiques des purpurines, absence de 
fluorescence rouge, Le inaxima principal se trouve à ). 665 m» et le maximum 


secondaire à X 615 (fig. 29). 




Fi Ci. 29. —■ Courbes d'«baorptlon du 
jiigmrnt jaune orange provenant de 
1» réduction de l'haliotivioline (com¬ 
plexe zincique oxydé par l'iode). 


Clu-omafogiriphie mixl? : 

f-‘‘s pro])riélés du pigment jaunt; orange, obtenu par réduction de l'halio- 
^'ioline, étant analogues à celles du bioebrome de la zone 111, nous avons 
Procédé à un essai de chromatographie mixte pour vérifier l’identité de ces 
•leux bilirubinoîdes. 

Après avoir préparé trois colonnes d’alumine identiques, nous avons 
c hroinulographié sur l’une la solution chloroformique du pigment de la 
Züne 111, sur l'autre celle du pigment jaune orange provenant de la réduction 
* c l’haliotivioline, enfin sur la dernière le mélange de ees deux biochronies. 
ans les trois cas les pigments sont retenus à la partie supérieure des colonnes 
alumine en une zone rouge orange. Du chloroforme, contenant des propor- 
'ons croissantes d’alcool méthylique, est versé sur chaque colonne. Lorsque 
a teneur du chloroforme en alcool atteint 3 %, le pigment chemine dans 
trois colonnes en une zone unique, située h un même niveau. Ainsi l’essai 
î, 5 chromatographie mixte confirme l’identité du produit de réduction de 
halioljvjoJinc avec le pigment de la zone Ml. 
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2° HMuclion avec le zinc el Varide arrfù/iie \ 

L’une îles objections, qui pourrait être formulée contre lu nature lélra- 
pyrrolîque rlc l'haliot ivinliue. est l'absence de fluorescence ilu complexe 
zinciqne de ce pigment. Or, il est pussibte d'obtenir , d partir de l'haliotiviotini'. 
des produits dont tes sels de zinc présentent tes (lumesreiires tgpiipies des com¬ 
plexes des pigments biliaires. 

La solution acétique Mène du ddurliydratc d’haliotiviolinc, contenant 
de la poudre de zinc, est chanlïce avec prrcaul in» de façon à provoquer le 
dégagement d’hydrogène. Peu à [ion la solution passe an vert, au brun ronge, 
puis au jaune pSIe. Après filtration, la solution se réoxyde instantanément 
par agitalion à l’air et peu A peu vire au brun muge, puis ou muge violet, 
en même temps appnrwll une in/mse fluavescenre orange. 

Après extraction des pigments à l'aide de chloroforme, lu solution violelte 
obtenue est lavée à l’eau distillée pour éliminer les traces de zinc, puis avec 
une liqueur alcaline cl finalement à l’eau dislilléc. La solution chloroformique 
devenue rouge ne préseutr pins aucune fluorescence. 

Après absorption des piginenls sur alumine, le chroinatogramnie est déve¬ 
loppé è l'aide de chloroforme, contenant 1 % d’alcool mclhyliquc. Une 
zone violette se détache et chemine le long de la colonne d'alumine, suivie 
d’une zone orange. Lorsque ces zones colorées atteignent successivement 
le bas de la colonne, les liquides colorés correspondants sont recueilli*. 
Noos obtenons ainsi en premier lieu une solution rouge violet, puis une 
liqueur orange. Os solutions non fluorescentes montrent, après addition 
d'acrtule de zinc, la première, une intense fluorescence ronge, la seconde 
une fluorescence verte. En milieu acide, l’une conserve sa fluorescence 
rouge, l’antre présente une fluorescence orange. 

Les spectres des solutions du pigment ronge violet sont comparables à 
ceux de l’haliotivioline, dont ils ne dilîèrenl que par les positions des inaxinia, 
qui so trouvenl décalés d'environ 20 vers les courtes longueurs d’ondes. 
Les maxima des courbes d’absorption se situent en effet à X 510 m^ pour 
les solutions neutres, à X ti«M> in^ pour les solutions arides bleu-violet cl. 
à X [iNO mp pour le complexe zinriipie violet (fig. 30). 

(le pigment, dont le sel de zinc présente une intense fluorescence rouge, 
possède vraisemblablement une conslitution chimique très voisine do celle 
de l’haliol.ivioline, puisque les spectres d'absorplion restent comparables. 
Par ailleurs, il s’apparente étroitement aux pigments biliaires possédant une 
structure bila-diénc (a. b) (voir page 64), telle que la mésnbilivioline, dont 
il se distingue cependant par ses spectres d'absorption. 

Par contre, les solul ions du pigment orange montrent île grandes analogies 
avec celles île l'urobiline, dont les bandes d'absorption s * sil lient dans la 
inéine région du spectre. Les conrlies d'absorption des solutions neutre 
(rouge orange) et acide (rose) possèdent un maximum è ).50Ti ; le maxi¬ 

mum du complexe zinciqur û flnorcsrcnrc verte se situe fi X 4N2 nig (fig. 31). 


Source ■ MMHN. Paris 


PIGMENTS TÉTBAPYBBCiUQUKS 


De incine que dans le cas de l'haliotivioline, le maximum d'absorption 
du sel de zinc du pigment orange se trouve décalé vers les eourles longueurs 
d'ondes par rapport à celui de la solution acide. C'est le phénomène inverse 
qui est observé dans le cas de la inésobilivioline d'une part et de l’urobiline 
d'autre part. Les maxima d’absorption de l’urobiline sont en effet vers 
X 4‘JO mi* pour les solutions acides et vers X 510 m^ pour le sel complexe 
de zinc. Enfin, de même que pour le pigment de la zone III, les solutions 
neutre et acide ont des spectres identiques. 
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Elu, 80. — Courbe» d'absorption du 
Pigment rouge violet provenant de 
“ réduction de l'haliotivioline (—) 
*olution neutre, (- . -) solution 

*cide, (- - -) complexe do zinc, 



Fia. 31, — Courbes d'absorption du 
pigment orange provenant de 1» 
réduction de lbaliotivinlinc, (•—) 
solution neutre, (- • -) solution 
acide, (-. -) complexe eincique. 


Ainsi par réduction, puis réoxydalion spontanée à l’air, l’haliolivioline 
induit è des pigments dont les sels de zinc sont fluorescents. Celte obser¬ 
vation apporte une preuve supplémentaire de la structure lètrapyrrolique 
da i'baliotivioline et de sa parenté c himique avec les bilirubinoïdes du groupe 
d r « violincs. 


5® Pigment de la zone V. 

Après séparation des pigments correspondant aux zones antérieures, il 
Cs |- possible d’obtenir de nouvelles zones colorées en lavant la colonne d’aiu- 
minr> à J’aide de chloroforme, contenant des proportions croissantes d’alcool 
jHéthylhjue (5 puis 10 %). Les solutions rouge et violette, recueillies au 
as de la colonne, lie sonl que des mélanges de pigments, d’ailleurs à l’état 
1 ‘ traces. Additionnée d’acétate de zinc, la solution rouge présente, après 
Vlr age au violet, une fluorescence verte ; acidifiée, die prend une teinte 
Les inaxima d’absorption des solutions neutre e.t acide se situent 
res pi‘Cliveinent a X -175 în^et X <>2ô , celui du complexe zincique à 
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X 605 iii|A. Ces spectres sont comparables à ceux de l’iialioliviolinc. Ainsi, 
à côté des pigments principaux, étudiés antérieurement, dont l’une des 
caractéristiques est de donner des complexes zinciques non fluorescents, 
il existe des traces d’un biochromc dont le sel de zinc présente une intense 
fluorescence verte. 


c) CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER 


H. E. H. Nicholas et C. Kimington, appliquant la chromatographie de 
partage sur papier â l’étude des porphyrincs (78. 79), préconisent l’emploi 
du système lutidinc-eau en présence de vapeurs ammoniacales. L'empla¬ 
cement des taches colorées sur la bande de papier (Whalinau n° 1) dépend 
du nombre de groupes earboxyliqncs des porphyrincs étudiées, le Hf (rapport 
entre la distance parcourue par la porphyrine et celle parcourue par le 
solvant) étant inversement proportionnel au nombre des fonctions acides. 
Quelques-unes des valeurs de Rf, trouvées par ces auteurs pour des porphy- 
rines à nombre différent de groupes carboxyliqurs, sont reportées dans le 
tableau suivant : 


Porphyrincs 
liroporphyrine . . . . 
Ooproporphyrinc . . . 
Protoporphyrine . . . 
Dcutéroporphyrine . . 
Mésoporphyrinc. . . . 
Hématoporphyrine . . 
Porphyrincs eslériliées 


.N b de, groupes 
earboxyliqucs 
H 


II 


Valeurs de Rf 

0,3 

0,6 

0,8 

0,8 

0,8 

0,8 

1 , 1 ) 


R. E. II. Nicuoi.\s et It Riminctun du nue ut quelques exemples d’appli¬ 
cation de leur technique i’examen des porphyrines cantonnes dans des 
milieux naturels ou des liquides palhologicpics. Cette méthode est également 
utilisée par R. E. II. NiuioLas et A. Comi'OKT (80) pour l’étude des por¬ 
phyrines des coquilles de diverses espèces de Mollusques. Préalablement 
purifiées par adsorptiun sur talc, puis éluées avec de l’aniinoniaque 10 N, 
les porphyrincs sont disposées sur la bande de papier. Des traces de copro- 
porphyrinc peuvent ainsi être décelées, ü coté de l’uroporphyrinc, dans les 
coquilles de Pinclada vulgaris. Les valeurs de Rf données par R. E. H. Njciio- 
i, vs et A. Co.MFonT sont pour la prolopurphyrine de 0,75. pour la copra- 
porphyrine de 0,5 et pour Puraparphyrine île 0,07 (0,12), celle dernière 
porphyrine donnant deux taches colorées. 

L’application de la chromatographie de partage sur papier aux pigments 
biliaires nuus semble devoir fournir d’uliies renseignements sur la constitu¬ 
tion chimique, d’un grand nombre de bilirubinotdcs naturels, dont l’étude 
est rendue délicate par le manque de matière première. 

L’intérêt de eette technique réside dans le fait, qtfil Suflil de quelques 
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gftuuna de substance pour : 1° déterminer le Rf du pigment étudié et 
avoir ainsi une caractéristique pouvant servir à son identification ; 
2° connaître le nombre de groupes earboxyliques contenus dans sa molé¬ 
cule ; 3° vérifier son homogénéité, celle technique permettant non seule¬ 
ment de distinguer la présence de biochromes à nombre de groupes carbo- 
xyliques ditléreiits, mais dans certains cas de séparer des bilirubinoïdes 
voisins (bilirubine et biliverdine par exemple). 

En premier lieu, nous avons chromatographie diverses porphyrines et 
comparé nos résultats k ceux des auteurs précédents. Nous étant ainsi assuré 
de la valeur de la technique employée, nous avons chromatographie simulta¬ 
nément des porphyrines (protoporphyrine et mèsoporphyrine) et des pig¬ 
ments biliaires (bilirubine el biliverdine) ayant un nombre identique de 
radicaux propanoïques. Ces essais ayant montré que le comportement des 
pigments biliaires est analogue h celui des porphyrines, nous avons finale¬ 
ment procédé à l'examen des bilirubinoïdes des coquilles de Turbo et d'Ha- 
Holis. 






Fio. 32. —• 1. Lutidino uvturée d'eau ( 
2. Eau saturée do lutidine | 3, I«st \ 
4. Emplacement do la tache colorée ; 
6. Support du tube 4 casai* i 6. Bande 
do papier ; 7. Bande adliésire ; 6. Bou¬ 
chon de liège. 


domine les auteurs précédents, nous employons le système lulidinc-eau, 
mais en utilisant la chromatographie ascendante et un dispositif simplifié 
(%. 32). 

Dans un tube à essais (hauteur : 240 mm., diamètre : 24 min.) contenant 
^em* d‘cau saturée de lutidine et 2 gouttes d'ammoniaque est introduit un 
s<,( m*id tube (hauteur : 60 min., diamètre : 17 mm.), renfermant fi cm* de 
lutidine saLurèe d'eau. Le pigment, dissous dans de l’ammoniaque approxi¬ 
mativement 11) N, est prélevé à l'aide d'nne pipette très fine cl déposé à 
environ 60 mm. de l’extrémité inférieure d'une bande de papier Whatman 
1 (longueur 230 min., largeur 9 uun.) en une tache de 3 min. de diamètre, 
^etle bande de papier, lestée h l’aide de deux attaches métalliques & sa 
Partie inférieure, est fixée par son extrémité supérieure au bouchon de liège 
Méaotiti» ou Huaftlw, Zoologie, U V, 8 
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:'i l'aide d'une bonde ndhésive. Elle esl introduite dons le tube à essais de 
telle sorte qu'elle plonge dons la lutidine saturée d'eau sans toucher aux 
parois du petit tube ; puis le bouchon est enfoncé soigneusement. Au bout 
de quatre heures environ, la bande de papier est sortie du tube à essais, 
séchée et. examinée. 

Ce dispositif, employé en série (six tubes par exemple), permet de travail¬ 
ler rapidement et de ne manipuler que <lr faibles quantités de lutidine 
(mélange de 2-4 et de 2-5 diinéthylpyridine). Signalons que L. II. Roc- 
kland olM. S. Dunn (127) ont préconisé pour l’étude des acides aminés un 
système encore plus simple, puisqu’il consiste en un seul tube à essais ren¬ 
fermant du phénol saturé d'eau, l’extrémité supérieure du papier étant 
assujettir, entre le honchon et les parois du tube. 

Les valeurs de Rf des diverses porphyrines étudiées sont cuinpnrables 
à c.elles données par H. K, 11. Nicholas et A. Comfort (80) ; elles sont 
consignées dans le tableau suivant : 


Porphyrines 

Mèsoporphyrine IX. . . 
Hématoporphyrine IX . 
Reulêroporphyrinc IX . 
Pratoporphyrine IX . . 
Uroporphyrine 1 . . , . 


N b de groupes 
earboxyliques 
2 
2 


8 


Valeurs de Rf 
0,74 
0,73 
0,70 
0,09 
0,05 


Les valeurs de Rf trouvées puur les porphyrines h deux groupes earbo- 
xyliqnes sont voisines, mais crpendant différentes ; contrairement aux 
constat a tinns de R. E. II. Niciiolas et A. (Iomfort, mms n'avons obtenu 
qu'une seule tache colorée pour l’imqiorphyrine I. 

Nous avons observe pour les pigments biliaires, ayant deux groupescarbo- 
xyliqucs, des Rf semblables fi ceux des porphyrines possédant deux fonc¬ 
tions acides. Les emplacements sur une même bande de papier des taches 
colorées de la bilirubine (Rf = 0,75) et de la biliverdiiie (Rf = 0,70) sont 
nettement distincts. 

Pour étudier la turboglaucobiline, l’baliotivioline et l'ensemble des pig¬ 
ments d'Unliolix crachrrodii , nous avons saponifié leurs esters niéthyliques 
à l'aide d’une solution alcoolique de potasse à 0,5 % (15 minutes i» f>0°). 
Etendue d’eau puis acidifiée par quelques gouttes d'aeidc acétique, la solution 
alcoolique est agitée avec du talc qui adsnrbe les pigments. Après centrifu¬ 
gation ou essorage, ee dernier est lavé avec de l’eau, puis avec line solution 
légèrement ammoniacale, Les biochronies étant élué» avec de l’alcool ammo¬ 
niacal, la solution coloré».' obtenue esl évaporée sous vide et le résidu repris 
par I goutte d'ammoniaque. 

IjOS valeurs «le Rf obtenues avec la turboglaucnbiline (0,45), l'halio- 
Livioline (0,50) et l’ensemble de9 pigments d’//a/io/is cracheradii (0,51) sont 
comporables & celle donnée par R. E. II. Niciiola» et A. (Iomfort pour le 


Source MNHN, Pans 





PIGMENTS TÉTRAPYUBOIJQrKH 


107 


Hf «le la eoproporphyrine (0,n). (les résultats non seulement confirment la 
présence de quatre groupes carboxyliquos Hans la turboglaurobiline, mais 
encore in<ii(|iienl l’existence de quatre fonctions acides dans l’haliotiviolinc 
et dans les autres pigments d'Haliolis craclwodii. 

L’ensemble des résultats obtenus avec l«*s porphyrines et. les pigments 
biliaires est schématisé dans la figure 33. 



Fia, 33, — | ; m&opoi'phyi-me IX ; 2 i hCaiatoporpbyrine IX j 3 s deutéroporphyrine IX j 
1 .! protoporpbyrine IX ; S : uroporpbyrln» I ; 6 ! bilirubine i 7 t billverdlne ; 8 ! b*lioti- 
xioUne ; O ; pigment* d'Halioli* j 10 ; turbogtaucobiline. 


d) CONCLUSIONS 

Ln dehors du pigment principal rouge violet, auquel nous avons donné le 
boin d’halioliviolinc, l’analyse chrornalographique sur alumine permet de 
s «parer trois autres fractions colorées : l’une jaune orange, l'autre verte et la 
dernière violette, (les divers biocliromes sont étroitement liés les uns aux 
autres et constituent une nouvelle sisrie de pigments biliaires. C’est ainsi que 
* a réduction de l’haliolivioline à l'aide d’hydrosullîte de sodium conduit à un 
Piment jaune orange, dont les propriétés sont entièrement comparables à 
Ce lles du biochroinc naturel jaune orange. L’analyse chrornalographique du 
Mélange de ces deux bilirubinoides permet de comdure à leur identité. De 
uièine, un pignmnl jaune orange, semblable aux précédents, est obtenu par 
réduction du biochrome vert è l’nidc d’iiydrosulfltc de sodium. Enfin le 
P'ginenL violet présente des propriétés analogues à celles de l’haliotivioline 
ç t seule l’analyse chromatographique permet de distinguer ces deux bio- 
rbroines, probablement isomères. En outre une étude préliminaire montre 
‘ e xisleneç d’une certaine parenté entre les pigments d 'H. ru/cscens et d ‘H. 
cr <whero(iii. 
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Par l'ensemble de ses propriétés, le biocbrumc vert s'apparente aux bili- 
rubinoïdes du groupe des verdines (bila-lricnes) ; le pigment jaune orange 
entre dans la classe drs rubines (bila-diênes (a, c)) ; enfin les pigmenls violets 
présentent les propriétés des violines (bila-diénes a, b)) (voir page 64). Os 
bilirubinnldcs se distinguent cependant des autres pigments biliaires naturels 
par certaines particularités. 

D'est ainsi que Pline des carorlèrisliqucs du pigment jaune orange réside 
dans le changement de teinte i.*l les moi libration s spectroscopiques pré¬ 
sentées par ses solutions suivant la polarité du suivant, Des constatations 
analogues ont été signalées chez, les caroténnïdes, possédant une fonction 
cétone en conjugaison avec une chaîne latérale ayant plusieurs doubles 
liaisons (rhodoxaiithiiic) (125). Il est ainsi permis de penser à l’existence 
d’une fonction cétonique dans le pigment jaune orange, qui, eomrne tous les 
bilirubinoïdes, possède un granit nombre de doubles liaisons. Des spectres 
analogues sont présentés par le pigment jaune orange il’//, rufescens. 

Due autre particularité des pigments d'il, rrar/ierorfu est l’absence de 
fluorescence de leurs sels de zinc. A notre connaissance, aucune constatation 
de cet ordre n’a encore été signalée chez les pigments biliaires nalurrls. 
Parmi ceux-ci, li*s nns ont des complexes zinciques à lluoreseence verte 
(urobiline) ou rouge (mésnbilivioline), les autres (bilirubine ou biiiverdinc), 
dont les sels de zinc ne soûl pas fluorescents, peuvent être oxydés en bili- 
rubinoïdes à complexe fluorescent (réaction iodn-zinejque). \ des fluores¬ 
cences semblables correspondent des si met lires chiiniqni's analngnes avec 
Une dial ri bu lin 11 identique des doubles liaisons, (‘/est ainsi que les mcsidii- 
liviolines et les mésuliilijiurpurines mit une structure Iiila-diène (a, li) ; la 
seule différence entre ces pigment* réside dans la suturaiinu île l’un des 
ponts carbonés par deux atomes d'hydrogène dans les premiers, par un 
oxygène dans les seconds. Il est évident que toute modification dans la 
structure chimique, qui eut rainera il la disparition de I 11 fluorescence cbi*/ 
les mi’soliiliviolines, la supprimerait également chez les nièsobilipurpiirines. 
L’vibsenec de flnori-scenec des sels de zinc de l’haliolivinline, d’une part, 
et des produits d’oxydation des pigments jaune 11 range et vert, d’autre 
part, ne peut qu’êlre duc à une cause ùHiliqne, qui doit élrc rcchercliée dans 
une modification de la constitution chimique de ees bioc.hnmics par rapport 
à celle des antres bilimbinoïdes naturels. 

Dette modification est légère, car il est possible, en parlant de l’Iialioti- 
violinc, de passer il une nouvelle série de bilirubinoïdes d sels de zinc fluores¬ 
cents. Il subit en ejfel de réduire l’haliotivioline à l’aide de poudre de zinc 
en milieu acétique, puis de laisser la liqueur se réoxyder à l’air pour obtenir 
une solution fluorescente. 1,'analyse chroinatographiquc permet de séparer 
un pigment ronge orange, dont le sel de zinc possède uni* fluorescence verte, 
cl un biorhronie violet, dont b; complexe zinciqne présente une fluorescence 
rouge ; le premier de ees produits s'apparente b l'urobiline, |c second à la 
luésohilivioline. L'analogie des spectres d'absorption du bmebrnnie violet 
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fluorescent et de l’haliotiviolinc montre qnc la réduction zincique n’apporte 
qu'une légère modification dans la constilulion chimique de l’halioliviolino. 

Les relations existant entre la oonslitution chimique des pigments biliaires 
et leur possibilité de donner des complexes fluorescents n’out fait l’objet 
d’aucune étude particulière. dépendant 11. Fischer (124) a remarqué que 
les esters méthyliqoes des bilirubines ou des biliverdines dont l’on des grou¬ 
pements hydriixyles en posilion t’ ou 8’ est remplacé par un radical mètho- 
xyle (v«ir page 88), donnent par oxydation des produits dont les sels de zinc 
ne sont pas floorescenls. Dr même cet auteur a fait la synthèse d’une bili¬ 
rubine (voir page 81)) dont le carbone du pont b csl lié à un noyau benzê- 
niq«e (124 ; après addition d’arétalc île zinc et d’iode, la solution alcoolique 
du rc pigmonL présente le spectre des sels complexes des bilipurpurincs, 
«lais aucune fluorescence u’apparait. Dans les de«x cas, le remplacement 
d’un hydrogène, soil dans un des groupements hyilroxylrs, soit dans un pont 
rarboné, par une liaison avec un atome de carbone détermine la dispa- 
rilioH de la fluorescence des sels de zinc. Dans le cas des pigineuts y d7/«/iofis 
il csl permis île penser que l’absence de Jlo«rescciiee est. duo è une cause 
analogue cl. que la réduction zincique ou bien restaure un groupe—011 en 
position P «u 8‘, ou bien restitue un hydrogène U un pont carboné. 

Hion que nous u’ayuns pu obtenir l’haliotivioline ix l’état cristallise, nous 
pensons l’avoir isolée fi l’état pur, grâce à l'analyse chroinntograpbique et 
« des pri'cipilniions successives. ({appelons que cerlnins pigments biliaires, 
lels que la Idlifnseinc cl la inésobilifnseine, n’onl pu être tii isolés, ni synthé¬ 
tisés à l’état cristallisé. Lu nature télrapyrroliqnc du pigment principal 
d7f. nittherotlii a été mise en doute par divers ailleurs (118) (122), qui lui 
mil allrihné une slrindnrc imligotiqne, Cependant, ayant plis connaissance 
des résullats que nous avions obtenus, A. (’.hmfokt vient de reeoooatlce la 
nature lélnipyrridiqoe du pigmeot principal d’//. cracfa'rotlii (123). 

H lions sein Idc qu’aucune contestation ne puisse dorénavant subsister 
8 W' la parenté de l'halintiviidiio- avec les pigments biliaires. En effet la struc¬ 
ture tétrapyrrolique de ce bioehrome est ronflrioée par son analyse élémen¬ 
taire, par la déicrmiuation de son poids moléculaire., par sa réduction soit 
*11 pigment donnant la réaction de (bicclin, soit en bilirubinoïdcs dont les 
C «mplexcs xinriqncs sont fliuireseouls. 

Les formules pouvant èlre aUrilnnVs à riialiotivioline (voir page 94) 
s, <nt voisines de celle d’une eopromèsobilivioline (l'^ll^O^N^ (voir pages 
^4 et 95), dont elle s se distinguent principalement par la présence de deux 
a lomes d’oxygèlic supplémentaires. l,a teneur en groupements niélhoxyle 
s accorde avec la |irésenee de Irois funelions earbiixyle ; toutefois nous 
pensons que ce dosage, effectué sur I mg. 9 de pigment, manque d’exaeli- 
lude cl nous ace«rdiius plus île crédit è In ehrnmatographic sur papier qui 
■Hdique l’existence de quatre fondions acides. L’analyse élémentaire de 
t lialiidivioline donne des résullats extrêmement voisins de ceux trouvés 
P«ur la tnrboglaucobiline. Ces deux pigments possèdent 12 ou 13 atomes 
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d’oxygène dans leur molécule ot leur constitution chimique est probablement 
très voisine, quoique différente. En effet, la tnrboglaucobiline présente toutes 
les propriétés des verdines, alors que l’haliotivioline se distingue nettement 
des autres violines par l'absence de fluorescence du complexe zincique. 

Envisageant la constitution chimique de la turboglaticobiline, nous avons 
émis l’hypothèse de la présence de groupements propanoïquns, renfermant des 
fonctions alcool secondaire : tels que-—CH,—CHOU—COOH ou—CHOU— j 

CH,—COOH. Celte hypothèse est également valable pour l’haliolivioline et 
par conséquent pour le pigment jaune orange. Toutefois les modifications 
do Bpcctres, observées avec ce dernier biochromc, sont plutôt en faveur de 
l’existence d’une fonction cétoniquc dans les chaînes latérales des bilirn- 
binoïdes d'il. craeherodii. Rappelons que le maximum d’absorption de la 
inésobilirubine se situe à X425 m^el celui de la bilirubine à ) 450 nm (19), 
le déplacement de la courbe d’absorption de ce dernier pigment vers les 
grandes longueurs d’ondes étant dii à la présence de doubles liaisons (grou¬ 
pements vinyle) dans les chaînes latérales. Le déplacement des bandes 
d’absorption du pigment jaune orange vers la partie rouge du spectre, lorsque 
le solvant est polaire, s’expliquerait ainsi par l'apparition de doubles liaisons 
dues à l’énolisation de fonctions eétoniques : 

—CO—0 H,—COO11 **—G =4 : I l — 4 .0011. 

1 

011 

Il est cependant curieux que nous n'ayons pu observer de modifications 
spectroscopiques aussi nettes avec les antres pigments d'il, craeherodii. 
Dans le cas de l’haliotivioline il faui noter toutefois l’apparition d’une troi¬ 
sième bande d’absorption dans l’iilira-violet lorsque le solvant est polaire 
et de légers ehangemenls dans les teintes des solutions chloroformique 
et alcoolique. Signalons par ailleurs un décalage imporlant vers l’extrême 
rouge des bandes d’absorption des pigments verts d'il, craeherodii et d'il, 
rufeteens par rapport à celles de la hiliverdiue, aussi bien dans l'ni Ira-violet 
que dans le visible. 

L’hypothèse la plus plausible pour expliquer l'absence de fluorescence 
du complexe zineiqno de l’haliolivioline est relie d’une liaison entre l’un des 
ponts carbonés et l’une des chaînes latérales. Par analogie avec les chloro¬ 
phylles, il est possible de penser à une constitution correspondant au schéma 
suivant : 



Une tulle constitution permet d’expliquer ; 

— l'absence de fluorescence des sols de zinc des pigments d II. craeherodii 
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par suiLc du remplacement, do l’hydrogcnc du pont carboné par une liaison 
entre deux atomes de carbone ; 

— le passage, par réduction zinoiqnc de l’haliotivioline, puis réoxydation 
a des pigments biliaires dont les sels de zinc sont fluorescents, la chaîne 
latérale devenant libre et le pont carboné retrouvant un atome d’hydro¬ 
gène ; 



-- les différences de comportement dos sels de zinc de l’halioliviolinc 
p t de la turboglaueobiline, malgré «les formules élémentaires v«iisines ; 

— les analogies de spectres entre l’haliotivioline. et le pigment violet à 
fluores«‘enee rouge, obtenu par réduction zinrique et réoxydation, les diffé¬ 
rences entre ces deux pigments ne portant «pic sur la disparition de la liaison 
entre le pont carboné et la chaîne lalcralc. 

En réalité, nous «levons constaler qu'il serait vain, dans l’étal aetuel de 
nos connaissanc«‘s, de vouloir «lonner une formule de l’Iialiotivioline, les 
hypoth<’‘ses cnvisag«Vs ne pouvant servir «ju’à orienter un travail ultérieur. 
Eonr établir la constitution de» pigments «l7/«ffio/i*, il faudrait pouvoir 
^n étudier les produits de transformation et «le «I«‘gradation. Malheureuse- 
rnent, l'un des obstacles à l’étude de ces biochromes rési«le dans la dilliculLc 
d'obtenir des quantilf's suffisantes de produit pour en entreprendre line 
^’tude chimique pins poussé»*. 
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DEUXIÈME PARTIE 

ÉTUDE DES PORPHYRINES DE L AMBRE GRIS 


A. HISTORIQUE 

L‘ambre gris est une concrétion intestinale <iu Cachalot [Plnjsdtr macro- 
cephalux). Il se présente sons forme d’amas foncés presque noirs, de taille 
variable et d’odeur caractéristique. Le processus de formation de, l’ambre 
gris est encore très mal connu. Une revue récente de la chimie de l’ambre 
gris est donnée par E. Ledehkr (128 

La présence, dans l’ambre gris, d’un pigment apparenté aux porphyrincs 
est signalée par M. Suzuki (129 ; en 1925. Quelques années plus lard, 
Y. ()K.\UAn\ (130) donne à la porphyrine le nam d’ambroporphyrine. Après 
avoir extrait la porphyrine par de l’acide chlorhydrique et l’avoir purifiée 
par des dissolutions successives suivies de précipitât ions par l’eau, l’auteur 
obtient une poudre brun rouge amorphe soluble dans l’éther, l’alcool, le 
chloroforme, les acides dilués et les alcalis, insoluble dans l’eau et l’éther 
de pétrole. Si le spectre de ce pigment en solution éthèrèe est comparable 
à celui de la coproporphyrinc, il se montre différent eu milieu alcalin, l’ar 
estérification de lu porphyrine libre à l’aide d’alcool mèthyliqiie chlorhy¬ 
drique, Y. Okahaha obtient un produit cristallisé en aiguilles brun rouge, 
réunies eu houppes. Dans son livre « Die (‘.hernie des l'yrrols » (1937) (131), 
II. Kisciikr consacre un paragraphe spécial à l’ambroporphyrine, qu’il 
semble considérer comme une nouvelle porphyrine. 


13. — RECHERCHES PERSONNELLES 

La matière première utilisée est la fraction de l’ambre gris insoluble dans 
l’éther ; elle représente environ 15 % du poids de l’ambre. Au cours d’une 
étude préliminaire sur 20 g. de résidu d’ambre gris, nous avons isolé par 
chromatographie 8 mg, d’une porphyrine que nous avons identifiée avec 
la protoporphyrine IX. Puis, dans une nouvelle série d’essais, it partir de 
150 g. de résidu d’ambre, nous avons séparé par chromatographie 30 mg. 
de protoporphyi'iue et 10 mg. d'une autre porphyrine identique à la méso- 
porphyrine IX. Les deux séries de recherches ayant été conduites différem¬ 
ment, nous pensons qu’il est utile de les exposer séparément. 
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m) ESSAIS PRÉLIMINAIRES 


1° Extraction et estérification, 


20 g. <|<* résid« «l'ambre sont traitas par 100 cm* environ d'alcool inéthy- 
li(|ue chlorhydrique à 12 % » l'ébullition pendant fi minutes, La solution 
hrim foneé, séparée du résidu par fillration sur Buchner, présente en lumière 
ultra-violette une intense fluorescence rouge. Elle est additionnée de 200 cm* 
de chloroforme, puis d’eau distillée ; le chloroforme sc sépare en une couche 
brunâtre à fluorescence rouge intense, alors que la couche aqueuse, également 
brunâtre, présente une fluorescence verdâtre. La solution chloroformique 
es t décantée, lavée Irois fois à l'eau dislillèe, «leux fois avec une soluti««ir 
de carbtmatc «le 80 «li«im à fi % et «le nouveau trois fuis i« l'eau distillée. 
Finalctncnt, la solution fhl<«rofi<rmi<pie esl déshydratée avec «lu sulfate «le 
s «dium anhydre. 

Après filtration, la solution «hl(«rofurmiquc est évaporée à sec et le rési«lu 
brunâtre est repris plusieurs fois par de l’éther à l’ébullition jusqu'à concnr- 
r<, ncc de 100 cm*. La solution élhèrée rouge présente nn«; intense fluores¬ 
cence rouge en lumière ultra-vi««lellc. Après concentration à 10 cm* environ, 
elle est abandonnée pendant <u«c nuit, a In température du laboraloiw. Le 
produit cristallisé, recueilli par ce<itrjfngnti«n, esl lave' avec q«icl«|iies fin* 
d’éther, puis recristallisé dans no mélange «le chl<«rof«rnic cl d'alcool mèlhy- 
bq«ie buuillaol. I^es cristaux obtenus sunl, cnractèrisliqucs de l'ester uiètliy- 
b<|ue «le la protoporphyrine (l'F : 221°*22f>®). 


2° Purification par chromatographie 


Le produit cristallisé est «lissons «huis In plus petite «pinnlité possible de 
f hlorofor«i«e, puis la soluti««*i esl a«l«litionnèe de 2fi « in* «le henzène et. «le 
25 « m* d’éther «le pétrole. Le mélange est filtré sur une. colonne d'alumine 
'lui fixe les pigments dans sa porliun supérieure. Le «hromalugramme est 
développé à l'aille d'un mélange «l'un volume «le ehlorofurme pour 1 volumes 
d'éther de pétrole. L'ne zone rose s«t forme et descend le long «le la colonne 
d’alumine. Bette zone principale est précédée d'une «ninee zone violacée. 
Lorsque la zone principale atteint le bas de la colonne, le liquide coloré, 
fiui filtre, est recueilli. 

Par évaporation «le eette solution, la porphyrine cristallise au sein du 
suivant s««us forme de losanges arroutlis aux angles. Les cristaux sont recueillis 
Par ccnlrifugal ion, puis «lesséchés sous vide. Nous «Idenons ainsi 8 «ng. de 
Pigment cristallisé. 


3° Identification. 
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Le mélange de ec pigment et de l'ester inéltiylique de la protoporphyrine 
ne montre aucun abaissement du point de fusion (221°-225°). 

Le spectre d’absorption dans le visible de la solution chloroformique est 
superposable à celui de Tester mélhylique de la protoporphyrine ; I X*>30 in^ ; 
Il X B7r» uip ; 111 X 53ü m,» ; IV À 504 m,*. 

Enfin, la chromatographie sur alumine d’un mélange de ce pigment et 
de Tester mélhylique de la protoporphyrine ne donne qu’une seule zone 
colorée, 


b) ESSAIS DÉFINITIFS 

1 0 Extraction et estérification. 

150 g. de résidu d’ambre gris (correspondant k environ I kg. d’ambre) 
sont truités par 1 litre d’aleool mélhylique chlorhydrique à 10 %. Le solvant 
aride restant plusieurs jours en contact avec l’ambre gris h l’obscurité, les 
porphyrines sont dissoutes cl estérifïées. La solution alcoolique brun rouge, 
séparée de la fraction insoluble par filtration sur IJüchner, présente une 
intense fluorescence rouge eu lumière ultraviolette, Lu fraction insoluble 
reprise par de l’alcool méthylique chlorhydrique donne une nouvelle solu¬ 
tion brunâtre, mais celle-ci, exposée aux rayons ultra-violets, ne présente 
plus de fluorescence rouge, mais une fluorescence verdâtre. 

Après distillation à see sous vide de l’extrait alcoolique initial à fluores¬ 
cence rouge, le résidu est repris pur du chloroforme qui dissout les porphy- 
rines. La solution rhloroformiquc brun rouge est d’abord lavée à l'eau distillée, 
puis deux fois avec une solution de carbonate de sodium à 5 %, enfin de 
nouveau f> l'eau distillée. Après filtration, la solution ohloroformique est 
déshydratée avec du sulfate de. sodium anhydre. 

2° Séparation des pigments par chromatographie. 

Après concentration h environ 'JO cm*, lu 
liqueur chloroformique est additionnée d'un 
égal volume d’élher de pélrole. puis le mélange 
est versé sur une colonne d’alu initie (150 g.). 
Lorsque la solution colorée est adsorbée, nous 
Continuons d'humecter la colonne d'alumine 
avec un métange fi volumes égaux de chloro¬ 
forme el il’élhcr de pétrole. 

Le chromaiogramme obtenu montre Imite 
one série de. zones colorées (lig. 34). Les zones 
principales, superposées (111 cl IV), présentent 
une intense fluorescence rouge en lumière ultra¬ 
violette. Les diverses zones colorée» sont sorties du tube à chromuLogra- 
phier el sont éluées séparément à l’aide de chloroforme. 


z.VII brun sais 


.1V rouge brun 
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a) Purification de la porphyrine de la zone III. 

Le produit d’évaporation de l’éluai. de la zone 111 est un mélange de la 
Porphyrine et d’une suhstance incolore cristallisée. Pour séparer ces deux 
constituants, le produit d’évaporation est re.pris par un peu de chlorolorme, 
puis la solution est diluée avec de l’élher. La porphyrine est ensuite extraite 
de la solution éthérée à plusieurs reprises avec de l’acide chlorhydrique à 
27 %, Après neutralisation des solutions acides par addition d’acétate de 
s °dium jusqu'à virage de la teinte violette au ronge, la porphyrine est 
extraite par du chloroforme. La solution chlorolorinique est ensuite lavée 
s uivant la technique habituelle avec line liqueur alcaline, puis déshydratée 
«vec du sulfate de sodium anhydre. 

La porphyrine de la zone 111 est. finalement purifiée par une nouvelle 
chromatographie sur alumine. Après concentration à environ K» an 1 , la 
solution chloroformique est additionnée de 3 fois son volume d’éther de 
Pétrole et le mélange est fdtré sur une colonne d’alumine (30 g.) ; le chroma- 
tograinine est ensuite développé à l’aide d’un mélange composé d’un volume 
'Je chloroforme pour 3 volumes d’éther de pétrole, line zone principale, 
correspondant au pigment de la zone. 111, descend le long de la colonne 
d'alumine, suivie d’une zone rose pâle (porphyrine de la zone IV). 

La zone principale étant sortie dn tube à ehromatographier, la porphyrine 
est élnée avec du chloroforme. Finalement, la solution chloroformique, 
a prês concentration à quelques cm', est additionnée d’alcool mélhylique 
hauillant. Par refroidissement, la porphyrine cristallise sous forme de 
Petites tablettes. Nous ohlenons ainsi environ 10 ing. de porphyrine cris¬ 
tallisée. 


M Purification de la porphyrine de la zone IV. 

La porphyrine de la zone IV est également extraite de sa solution éthérée 
Par de l’acide chlorhydrique à 27 %. Après neutralisation avec de l’acétate 
de sodium, la porphyrine est extraite au chloroforme, puis ]a solution chloro- 
or mique est lavée avec uiic solution de carbonate de sodium à 5 % et déshy¬ 
dratée avec du sulfate de sodium anhydre. 

Après concentration à environ 10 cm', la solution chloroformique est 
a dclitionnée de 3 fois son volume d'éther de pétrole, puis le mélange est verse 
SUr une colonne d’alumine (30 g.). Le ehromatogramine est ensuite développé 
un mélange d'un volume do chloroforme pour 3 volumes d’éther de 
pétrole, Lue zone principale descend le long de la colonne d'alumine, précédée 
lll| o zone rose, correspondant h un peu de porphyrine de la zone III. 
L'éluat chloroformique du pigment de la zono principale, apres concen- 
ra Uon à quelques etn', est additionné d'alcool méthylique bouillant. Far 
^froidisscintml, la porphyrine cristallise. Nous obtenons ainsi environ 30 mg. 
produit cristallisé. 
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3° Identification des porphyrines isolées, 

a) Propriétés de la porphyrine de ht zone lll. 

L’aspect cristallin de la porphyrine île la zone III est iilcnlii|ue h <■ elm 
île l’ester inélhyliqnc île la înésoprirphyrinc 1\. Son puint île fusion est 
de 2I0°-214°. Le mélange de cette porphyrine et île l'ester métliyliqne île la 
niésoporphyrinr ne îiiiiutre anciin abaissement du puint île fusion (210®- 
214»), 

Celte porphyrine est 1res soluble dans le chlurnforme, peu soluble dans 
l’éther et l'alcool mélliylique, insoluble dans l’éther île pétrole. 

Les analyses élémentaires des porphyrines de l’ambre gris uni été efTei- 
iuées au Laboratoire de Chimie du Muséum de Paris. L’analyse élément aire 
de. la porphyrine de lu zone III s’amirile avec la formule C. 34 l l 42 0 4 N 4 qui 
est celle île l’ester méthyliqno île la inésopnrpliyrine. 

Les résnltals, fournis par deux tuirrudosages C, II, sont les suivant s • 



Prise d’essai 

11,0 

CO, 


on in g. 

en lllg. 

en nig. 


3.LH0 

2,355 

9,815 


3,514 

2.3W) 

9.275 


<- % 

Il % 


cuir u lè 

72,09 

7,11 


trouvé 

72,78 

7,1 fl 



72.02 

7,48 



La courbe d’absorption dans le visible de la solution chloroformique’ 
déterminée ii l’aille du speclrnpholomèlrc d'Yvnn et .lohin, présente 1?* 
5 bandes d'absorption (I, la, II, III, IV) caractéristiques des porphyrine* 
dérivant des ctiopnrphyrines. La bande la. très faihle, n’est visible qu’avec 
une solution suflisamnient concentrée ; l’intensité de l'absorption des antre* 
bandes croît du I à IV. Les positions des niaximn sont ; I /. 023 ny ; l* 1 
), fi9!i ny ; Il À 5G7 ny ; 111 X 532 ny ; IV X 499 ny . Le sperlre d’alisnrp* 
lion de l'ester inéthyliqtie de In mésoporphyrine en solution rhlurnfoniiii|U c 
est identique, les positions des maxima îles bandes sont comparables : 
I /. 623 ny ; la ). 593 ny ; Il / 508 ny ; lll X 532 ny ; IV /. 499 oy. 

L’identité du pigment de la zone lll avec la mésoporphyrine IX est égale¬ 
ment établie par une chromatographie mixte, Pour cela line solution chloro¬ 
formique des deux pigments est additionnée de 3 fois son volume d’élher 
de pétrole, pois le mélange est versé sur une colonne d’alumine, Lorsque la 
solution pigmentée est adsorhée, la colonne est humectée avec un mélniipC® 
d'nu volume de chloroforme pour 3 volumes d'éther di: pétrole. Ihu: seul? 
zone ronge se forme et drseenil lu long de lu colonne d'alumine. 

Il apparaît ainsi que la pnrphyrini; correspondant à la zone lll est identique 
à l’ester niélhyliqnc de la mésoporphyrine JX (voir page 5fi). 
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b) Propriétés de ta porphyrine de la zone IV. 

L’aspect crislallin do la porphyrbiP de la zone IV est identique à celui 
de l’ester mèthylique de la protoporphyrine IX. Son point de fusion est 
de 224°-225°. Le mélange de ce pigment et de l’esler mèthylique de la prolo- 
porphyriue ne montre aucun abaissement du point de fusion {224°-225°). 

Cette porphyrinc est très soluble dans le chloroforme, pou soluble dans 
I alcool mèthylique et l'éther à froid, insoluble dans l’èther de pétrole. 

L’analyse élémentaire s’accorde avec celle de l'ester mèthylique de la 
protoporphyrine ; t' 3 *Hsg 0 4 N 4 . Le microdosagc C, H. donne en effet les rèsul- 
lats suivants : 


faluilé 

trouvé 


Prise d’essai ll 2 () 

eu nig. eu n<g. 

3,755 2,l'.»t 

C % 

73,1'J 
72,71 


Il % 

0,52 

0.-1U 


r-o. 

en ing. 
10,005 


Le spectre d’absorption de celle porphvrine, en solution chloroformique, 
Présente les fi bandes (1. la. If. III, IV) des porphyriucs dérivant des étio- 
pMrphyrincs. La bande la, très faible, n’est visible qu'avec une solution 
Buftisannncnt concentrée. •, l’intensité de l'absorption des antres bandes 
°ro|L ( |(, | j’, |\“ y. g positions des maxinia sont respective me ni : 1 X 030 ny ; 
l*O.(i02ny 111 >.375ny ; III /, 53U ny ; 1V X 301 La conrbc. d'absorp- 
C«n (b- JVsler mèthylique de la profoporpliyrine vu sololiou chloroformique 
e, l ideuliquc cl les positions des îoaxima sont comparables : 1 X 030 ny ; 
,a / «02 in^ ; Il * 575 uy ; 111 X 540 ny ; IV X 504 ny. 

Lne chroioatographie mixte de celle porpbyrine et de l'ester méthvliqnc 
de la protoporphyrine, efïeclnce sur alumine et dans les mômes conditions 
*l u<? pour le pigment de lu zone III, ne donne qu'une seule zone coloré*. 

Il apparaît ainsi que la porpliyriue de la zone IV esl identique à l'esler 
"U’tbylique do la protoporphyrine IX (voir page 55). 


c) CONCLUSION 

Le pigment dénommé aiubrajwrpbyrinc par Y. Okahara 130} et consi¬ 
déré par || Kisciihii (131) eoininc une nouvelle porphyriue est, en réalité, 
Un mélange de protoporphyrine l.Y et de mésoporphyrine IX. Ces deux 
bho'hcoincK, cxl rails h l’état d’esters inélhyliqucs, ont pu cire séparés par 
‘d’romatographie sur illumine. Itien qu’ayant une constitution chimique 
^clréincinent voisine, la proloporphyrinc, qui possède deux groupes vinyle 
a la place des deux radicaux èlhyle de la mésoporphyrine, est plus fortement 
ads«rbéo. (’,cs deux pigments ont été caractérises par leur point de fusion, 
CUr analyse élémentaire et leur spectre d'absorption dans le visible. Leur 
Ulde « été poursuivie roiijoiiilcillent avec eeJIc des esters inèthyliqnes d’nne 
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proloporphyrinc et d’une mèsoporphyrine préparées k parlir do l’hémine. 
Ils ont pu ainsi ('Ire identifiés respectivement par chromatographie mixte, 

A 1 kg. d’ainbre gris correspond environ 30 mg. de proloporphyrinc et 

10 mg. de mèsoporphyrine. 

Signalons (pie la proloporphyrinc IX se trouve on petite quanlilè dans 
les fèces de l'homme et (pPelle a été signalée dans Pintestin, cil particulier 
lors d’Iiémorragie et d'ingestion de sang (131). Par ailleurs, l'hémoglobine 
et le sang, attaqués par les bactéries intestinales, donnent de la protopor- 
phyriue. De même la mèsoporphyrine a été isolée des fécès de malades du 
foie et d’im cas de porphyrie (132) (76). 

La présence de porphyriucs dans l’ambre gris pourrait s’expliquer de 
la façon suivante : les becs de Seiche, avalés par les Cachalots et retrouves 
dans l’ambre gris, provoquent des hémorragies dans l'intestin de ces Cétacés ; 
l'hémoglobine est transformée par les bactéries en protoporphyrine dont 
une partie est. ensuite réduite en mèsoporphyrine. Ainsi que nous l’avons 
signalé antérieurement, la réduction des radicaux vinyliques de la proto- 
porphyrine en groupes éthyle conduit à la mèsoporphyrine. Cette réduel ion 
des radicaux vinyle des pigments tétrapyrroliques par les bactéries intes¬ 
tinales a surtout été étudiée dans le cas des bilirubinoïdes (133, 134, 136). 

11 semble aiusi que la formation de l'ambre gris est due à un processus patho¬ 
logique. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 


Los techniques employées pour l'extraction, la purification et la carac¬ 
térisation des pigments tétrapyrroliques étudiés au cours de ce travail sont 
indiquées dans un chapitre préliminaire. Dans les divers cas les pigments 
8on t, en cITet,cxtrailset estérifiés à ]*aide d’alcool méthylique chlorhydrique, 
puis purifiés par chromatographie sur alumine et cristallisés dans des mé- 
langes de solvants ; I“analyse élémentaire pu est ensuite effectuée et les pro¬ 
priétés étudiées. 

Dans la première partie de cet exposé, nous examinons les porphyrînes, 
Puis les pigments biliaires des coquilles de Mollusques. 

L’emploi de l’analyse chromatographique nous a permis d’isoler et de 
caractériser les porphyrine» des coquilles de divers Mollusques appartenant 
s ud à | a famille des Ptcridés (Pieria macroplera, P. margaritiferu), soit à relie 
•Jus Trochidés (Clanculus pharaonis* Trochus virgatu» et T, maculalus). 

A partir de deux coquilles do Pieria macroplera sonl obtenus 22 nig. de 
Porphyrine cristallisée. Par son aspect cristallin, son analyse élémentaire, 
s us spectres et ses solubilités,.cette porphyrine s’apparente aux uroporphy- 
riues ; par son point de fusion et par celui do son sel complexe de cuivre, elle 
s identifie avec Tester méthylique de Turoporphyrinc I. Au cours de la chro¬ 
matographie, la présence d'uropnrphyrine 111 n’est pas révélée. 

Us coquilles de Pieria margarilifera ne renferment que des traces d’une 
Porphyrine dont le comportement chromatographique et le spectre d’ab- 
^tplion sonl comparables à ceux de Tester méthylique de l’uroporphyrine 1. 
7 e «lénie les porphyrine» isolées des coquilles de Clanculus pharaouis, de 
•fochus viryalus et do T. malaculus ont un comjiortement chromatographique 
“Balogue cl drs spectres identiques à ceux de l‘uroporphyrine de Pieria 
*««c roptera. 

Ces résultats, joints à ceux obtenus par 11, Fisciiëh (99, 66j et par A. 
omcort (107), montrent que la présence d’uroporphyrine dans les coquilles 
Jes Ttéridés est un fait général ; chez certaines espèces (P. macropltra, 
■ vulgaris, P. radiata). cette moporphyrme se rencontre en quantité rela- 
1Vl ‘nienl importante, chez d'autres elle ne se trouve qu’à l'état do traces 
^ margarililera). L’existence d’uroporphyrine I dans les coquilles de la 
Emilie des Trochidés n’avail pas encore été signalée ; certaines espèces de 
fY, c/iu* renferment un pigment vert présentant les caractères d'une bili- 
Ver, Jinc ; faute de madère première, non» n’avons pu étudier ci 1 bilirubi- 
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noïde qu’il auraiL été cependant intéressant de comparer à celui du lest de 
Turbo. 

Nous avons examine ensuite les pigments biliaires des coquilles de Mol¬ 
lusques de la famille des Turbinidés (Turbo Jlegeujassi, T. munuoralus, 
T. etegans) el des Haliolide's (iialiolis emeherodii). 

A parlir de 30 roqnilles de Turbo Itegenfussi nous isolons 20 mg. d’nn pig¬ 
ment bleu que nous proposons de dénommer lurboglnueobifine . Extrait 
sous forme d'ester inéthylique, puis purifié par chromaiographie sur alumine, 
ce pigment est obtenu à l’état cristallisé (PF 20ô°-20G°). 11 présente toutes 
les propriétés des pigments hiliaires, possédant, comme la biliverdine, «ne 
structure bila-triéne {couleurs et spectres des solutions, test de Gmelin et 
réaetion iodozincique). Cependant les maxima des bandes d’absorption de la 
turboglaucobiline dans l’ultra-violet et dans le visible ont des positions inter- 
oiédiaiees entre ceux «le la glaurobilinc el de la coproglaucobiliue d’une 
part cl de la biliverdine d’autre part. 

C'esl le premier pigment biliaire de Mollusques obtenu à t'élal cristallise . 
L’analyse élémentaire s'accorde avec les formules (' 3g l I tl <>1**4- C m I1 <8 O u N 4 
et C 3# Il| g O J3 N 4 , Nous pensons que. les formules en r >1# , qui font de ce biochrome 
seiit nue diuxy- soit une Irinxyooproglaueobiline, sont les plus vraisem- 
hiables. Les deux «il trois a tomes d’oxygène supplémentaires ne peuvent être 
contenus que dans les chaînes latérales fixées sur les noyaux pyrroliquesen 
position (S. lin effet, Imite substitution en position a entraînerait une modi¬ 
fication de la structure hila-lriènc et un changement des propriétés géné¬ 
rales du pigment. D’n pré» lu teneur eu groupements inélhoxylc, confirmée 
pur l'analyse rliromnl«graphique sur papier, la turboglaiieobîline possède 
quatre fonctions acides comme une eoproglaueolnline. L’analyse élémentaire 
de Vhaliolioioline, pigment principal des coquilles d’Haliolis emeherodii, 
donne des résultats comparables à eeux obtenus avec la turboglaucobiline. 
Tous les pigments biliaires naturels connus jusqu'à ce jour dérivaient de la 
pcoloporpbyriue ; c'est lu première fois qoe des bilirubinoïdes, ayant une 
composition voisine d’une coproglancobiline, sont signalés dans le règne 
animal. 

Nous exposons les raisons qui nous f«nl envisager l’existence de groupe¬ 
ments oxypropanoïques :— CHOl 1—<M 1 f —COOl 1 ou — GHj —( ! HOH — €0011 
dans la turboglaucobiline, pour laquelle nous proposons une formule déve¬ 
loppée. Si cette formule était confirmée, il faudrait coiiside'rer les chaînes 
«xypropanoïquea de la turhoglaneobiline soit comme «les formes de passage 
entre les radicaux prnponoïques et vinyliques, soit comme «les groupement* 
précurseurs de ces radicaux. Toutefois celte formule ne doit, être considérée 
momentanément que comme l’hypothèse de travail la plus probable, la 
quantité de pigment obtenu n’ayanl pas permis d'étudier les produits de 
dégradation de la turboglaucobiline. 

La présence de. turboglaucobiline est également mise en évhlenre dans le» 
mquille* «le Turbo marmomliut el «le 7’. eléguas. 
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L’analyse chroinatographique des pigments estérifiés d’Haliolis cracbe- 
rodii permet de séparer un biochrome principal rouge violet, que nous dé¬ 
nommons haliotioioline, et diverses fractions colorées : l’une verte, l’autre 
violette et la dernière jaune orange. Ces divers biochromes, qui cons¬ 
tituent une nouvelle série de pigments biliaires, sont étroitement liés les uns 
aux autres. En effet, un pigment jaune orange, identique au biochrome natu¬ 
rel, est obtenu par réduction de l’haliotiviolinc à l’aide d’hydrosulfite de 
sodium. De même la réduction du bilirubinoïde vert conduit à un pigment 
jaune orange analogue aux précédents. Enfin les propriétés du biochrome 
violet sont comparables à celles de l’haliotivioline et seule l’analyse chroma- 
t-ographique permet de différencier ces deux bilirubinoïdes, En outre, une 
étude préliminaire montre l’existence d’une certaine parenté entre les pig¬ 
ments d ’Haliotis rufescent et d’//. cracberodii. 

Les réactions et les spectres d’absorption dans l’ultra-violet et le visible 
de ces divers pigments sont étudiés en détail. Par leurs propriétés générales 
il* s’apparentent aux bilirubinoïdes actuellement connus, mais ils s’en dis¬ 
tinguent par diverses particularités. C’est ainsi que par l’ensemble de ses 
réactions et de ses spectres le pigment vert se rattache à la classe des verdines, 
c’est-à-dire des bilirubinoïdes à structure bila-triène. 11 donne en effet la 
réaction de Gmclin et présente des spectres analogues à ceux de la bili- 
verdine. Cependant, bien que donnant le spectre d’absorption caractéris¬ 
tique de la réaction iodo-zincique, il ne montre aucune fluorescence ; en 
outre ses solutions neutres présentent un décalage exceptionnel des maxima 
d’absorption vers les grandes longueurs d’ondes. Le pigment oiolel ainsi que 
l’baliotivioline présentent les principaux caractères des bilirubinoïdes de 
la classe des violines (bila-diène (a, b)) ; ils s’en distinguent cependant par 
l**urs maxima d’absorption et par l’absence de fluorescence de leur sel de 
*mc. Enfin le pigment jaune orange, qui donne les phases verte, bleue, vio- 
lette, rouge et orange de la réaction de Gmelin, appartient à la classe des 
r ubines (bila-diène (a,c)) ; les maxima d’absorption de ses solutions se situent 
dan» la même région du spectre que ceux de la bilirubine. Toutefois, de même 
HUc dans le cas du pigment vert, aucune fluorescence n’apparaît au cours 
de la réaction iodo-zincique. En outre, l’une des particularités du pigment 
Jaune orange réside dans les changements de teintes et les modifications 
s pectroscopiques présentés par ses solutions lorsque la polarité du solvant 

varie. 

Aucune constatation de cet ordre n’avait encore été faite dans la série dos 
Pigments biliaires ; par contre, des modifications semblables ont été signa¬ 
is chez certains caroténoïdes possédant une fonction cétoniqne en conju¬ 
gaison avec une chaîne ayant plusieurs doubles liaisons. Les bandes d’absorp- 
jd°n des solutions alcooliques neutre, acide ou zincique sont déplacées vers 
’‘ 8 grandes longueurs d’ondes par rapport à celles des liqueurs chlorofor¬ 
miques. Il semble exister un état d’équilibre entre deux structures chimiques 
différentes, probablement entre une fonction cétoniquc et sa forme énolique. 

Méicoirzs ou Muséum, Zoologie, I. V. 8 
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Nous trouvons des spectres analogues pour un pigment jaune orange, isolé 
des coquilles d’//a/io/is rufeacenx. 

A partir de 10 coquilles d 'Haliolis cracherodii y nous obtenons environ 
25 ing. d’haliotivioline, sous forme d’un produit amorphe violet foncé. 
Ayant purifié ce pigment par des chromatographies et par des précipita¬ 
tions successives, nous pensons l’avoir obtenu à l'état pur. Scs solubilités 
sont comparables à celles des esters méthyliques des pigments biliaires. 
Les valeurs analytiques trouvées pour deux préparations différentes s’ac¬ 
cordent avec les formules : C M H u O u N At C M H 48 O u N 4 , C 38 11 44 0 11 N 4 eU: OT H 4 * 
0„N 4 . Ces formules sont voisines de celles de l’ester méthylique d’une copro- 
mésobilivioline, dont elles se distinguent cependant par la présence de 
12 atomes d’oxygène au lieu de 10 pour une coproinésobilivioline. Comme pour 
la turboglaucobiline, nous pensons que les formules en C M sont les plus pro¬ 
bables. Le dosage des groupes méthoxyle indique la présence de trois grou¬ 
pements carboxyliques ; il nous semble toutefois que celte analyse, effec¬ 
tuée sur une très faible quantité de pigment, manque d’exactitude et nous 
accordons plus de crédit à la chromatographie de partage 6ur papier qui 
montre l’existence de quatre fonctions acides dans l’haliotivioline. La déter¬ 
mination du poids moléculaire par la méthode de K. Rast s’accorde avec les 
formules proposées et confirme ainsi la nature tétrapyrrolique de ce pig- 
ment. Les valeurs analytiques trouvées pour les préparations d'halioti- 
violinc sont voisines de celles obtenues avec la turboglaucobiline. Ces deux 
pigments, qui possèdent 12 ou 13 atomes d’oxygène dans leur molécule, 
semblent appartenir, non à une même série, mais à deux familles voisines 
de bilirubinoîdes. 

Les spectres d’absorption des solutions neutre (rouge violet), acide (bleu) 
et zincique (bleu indigo) sont examinés et comparés à ceux de la mésobili- 
violinc. Ces solutions ne présentent aucune fluorescence. 

L’oxydation de l'haliotiviolinc conduit à un pigment rouge, qui, à notre 
avis, ne peut être assimilé à une uroroséine, mais doit être considéré comme 
une « oxo » urobiline. 

L’étude des produits de réduction de l'haliotivioline confirme, si cela 
était nécessaire, la nature tétrapyrrolique de ce pigment, ainsi que sa parenté 
avec les bilirubinoîdes à structure bila-diène (a, b). En effet, la réduction 
à l’aide d’hydrosulfite de sodium conduit à un pigment jaune orange donnant 
la réaction de Gmetin. Les propriétés et les spectres de ce pigment sont sem¬ 
blables à ceux du biochrome naturel jaune orange ; l’identité de ces deux 
bilirubinoîdes est établie par l'analyse chromatographique. L’une des objec¬ 
tions contre la nature tétrapyrrolique de l’haliotivioline est l’absence de 
fluorescence de son complexe zincique ; or la réduction de ce pigment à 
l'aide de poudre de zinc en milieu acétique, suivie d’une réoxydation à l’air, 
conduit à des bilirubinoîdes dont tes sels de zinc sont fluorescents. L’analyse 
chromatographique permet de séparer un pigment rouge orange dont le 
sel de zinc possède une fluorescence verte et un biochrome violet dont 1» 
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complexe zincique présente une fluorescence rouge ; le premier de ces produits 
s’apparente à l’urobiline, Je second à la mésobilivioline. L’analogie des 
spectres d’absorption du biochrome violet fluorescent et de l'haliolivioline 
montre que la réduction zincique n’apporte qu’une légère modification dans 
la constitution chimique de l’haliotivioline. 

De même que dans le cas de la Lurboglaucobiline, il est possible d’envisager 
la présence dans l’haliotivioline de deux groupements propanoîques, renfer¬ 
mant des fonctions alcool secondaire. Toutefois, les modifications de spectres 
observées avec le biochrome jaune orange sont en faveur de l’existence 
d’au moins une fonction cétonique plutôt que d’un groupe alcoolique dans 
l'une des chaînes latérales oxypropanoïques des bilirubinoïdes d’Haliolis 
cracherodii. Le déplacement des bandes d’absorption du pigment jaune 
orange vers la partie rouge du spectre, lorsque le solvant est polaire, s’expli¬ 
querait ainsi par l’apparition d’une double liaison, due à l’énolisation de 
la fonction cétonique. Nous exposons finalement une hypothèse susceptible 
d'expliquer à la fois les analogies et les différences observées entre les pro¬ 
priétés de l’haliotivioline et des autres bilirubinoïdes naturels. 

Bn résumé, si le présent travail ne permet pas d’attribuer des formules 
définitives aux pigments biliaires des coquilles de Mollusques, il précise 
leurs propriétés et leur filiation, donne un premier aperçu de leur constitu- 
•ioil chimique et propose des hypothèses devant aider à l’orientation de 
recherches ultérieures. En outre, il montre l’existence dans le règne animal 
de pigments biliaires, dont la constitution chimique est différente de celle 
des bilirubinoïdes actuellement connus. Nous pensons que l’origine des 
porphyrincs et des pigments biliaires des coquilles de Mollusques pourrait 
être recherchée dans des phénomènes de biosynthèse, actuellement rudimen¬ 
taires et sans utilité pour l’animal. 

Au cours de ces recherches, nous avons appliqué pour la première fois 
l’analyse chromatographique de partage sur papier à l’étude des pigments 
biliaires. Cette technique permet de déterminer le nombre de groupes carbo¬ 
niques des pigments étudiés, d’avoir une caractéristique de ces biochromes 
ft t un critère de leur pureté. Elle est susceptible de rendre de grands services 
dan* la caractérisation des bilirubinoïdes naturels. 

Dans la deuxième partie de cet exposé, nous étudions les porphyrincs de 
l’ambre gris. Nous montrons que le pigment, dénommé ambraporphyrine 
P®r Y. Okahara et considéré par H. Fischer comme une nouvelle porphy¬ 
re, est en réalité un mélange de proloporphgrine IX el de mêsoporphyrine IX. 
Ces deux pigments, malgré leur constitution voisine, peuvent être séparés 
Par chromatographie sur alumine •, en effet, la proloporphyrine, qui possède 
deux groupes vinyliques à la place des radicaux éthyle de la mésoporphy¬ 
re, est plus fortement adsorbée. Ces deux porphyrines sont caractérisées 
Par leur point de fusion, leur analyse élémentaire et leur spectre d’absorption 
dans le visible. Leur étude est poursuivie conjointement avec celle des esters 
méLhyliques d’une protoporphyrine et d’une mêsoporphyrine, préparées 
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à partir de l’hémine (comparaison des aspects cristallins, points de fusion 
et chromatographies mixtes). 

A 1 kg. d'ambre gris correspond environ 30 mg. de protoporphyrine 
et 10 mg. de mésoporphyrine. La présence dans l’ambre gris de becs de 
Seiche, pouvant provoquer des hémorragies dtms l’intestin du Cachalot 
permet de penser que la protoporphyrine provient de la transformation 
de l’hémoglobine par les bactéries intestinales, une partie de la protopor¬ 
phyrine étant ensuite réduite en mésoporphyrine. 
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